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1. EL GÉNERO Brucella Y LA BRUCELOSIS. 
 
El género Brucella fue descrito por primera vez por Meyer y Shaw en 1920 
(Corbel and Brinley-Morgan, 1984) y debe su nombre al médico militar David Bruce, 
quien en 1887, fue el primero en aislar uno de los microbios que componen este género 
a partir de bazos de soldados británicos fallecidos acuartelados en la isla de Malta. 
Actualmente pertenece a la subdivisión α-2 de las proteobacterias y está 
filogenéticamente relacionado con bacterias patógenas de animales (Bartonella y 
Rickettsia) y de plantas (Agrobacterium), y con simbiontes (Rhizobium) (Moreno et al., 
1990). Este género está compuesto por microorganismos Gram negativos, de forma 
cocobacilar de 0,5 – 0,7 μm de diámetro y 0,6 – 1,5 μm de longitud, aeróbicos, no 
fermentativos, inmóviles y con una temperatura óptima de crecimiento de 36 – 38 ºC, 
aunque pueden llegar a sobrevivir en un intervalo de 20 a 40 ºC. Su genoma contiene un 
58 – 59 % de G+C (Guanina + Citosina) y en la mayoría de las cepas está organizado en 
dos cromosomas con un tamaño de 2,2 Mb y 1,1 Mb. Son además parásitos 
extracelulares e intracelulares facultativos (Moreno and Moriyón, 2002) que infectan una 
gran variedad de mamíferos, incluido el hombre, causando una de las zoonosis de mayor 
distribución e importancia mundial. 
Tradicionalmente, en base a las diferencias en patogenicidad y en el rango de 
hospedador, en este género se han incluido seis especies clásicas responsables de causar 
brucelosis en mamíferos terrestres. Posteriormente, mediante estudios de hibridación 
ADN - ADN, se demostró la existencia de un alto grado de identidad (>90 %) entre las 
distintas especies de Brucella (Hoyer and McCullough, 1968a; Hoyer and McCullough, 
1968b), lo que condujo a considerar que este género estaba formado por una única 
especie, B. melitensis, más diferentes biovariedades (Verger et al., 1985; Verger et al., 
1987). A pesar de que esta nueva organización fue adoptada por algunos bancos de 
datos (GenBank) y colecciones de cultivo (United Kingdom Nacional Culture Collection), 
ha persistido el empleo de la antigua clasificación debido tanto a su difusión, como a su 
utilidad a nivel epidemiológico. Además el criterio que utiliza coincide con diversos 
resultados obtenidos en estudios evolutivos y moleculares realizados. Por todo ello, esta 
clasificación tradicional ha sido reconocida de nuevo por el Subcomité de Taxonomía de 
Brucella (Osterman and Moriyón, 2006). De este modo, se distinguen las siguientes 
especies clásicas, con sus respectivos hospedadores preferentes: B. melitensis (cabras y 
ovejas), B. abortus (vacas), B. suis (cerdos), B. canis (perros), B. ovis (carneros) y       
B. neotomae [aislada únicamente de la rata del desierto Neotoma lepida (Corbel and 
Brinley-Morgan, 1984)]. Aunque cada una de estas especies posee un hospedador 
primario, también se han llegado a aislar cepas de Brucella en una gran variedad de 
especies de mamíferos silvestres como bisontes, ciervos, zorros, liebres, búfalos 
africanos, jabalíes y caribúes (Davis and Elzer, 2002). 
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En los últimos años, se han aislado de mamíferos marinos, varias cepas 
bacterianas que muestran un perfil metabólico, bioquímico y proteico concordante con el 
presentado por especies del género Brucella, pero que no se ajusta completamente a las 
características mostradas por las seis especies clásicas descritas anteriormente. 
Actualmente, estas cepas se incluyen en las especies B. ceti y B. pinnipedialis, que 
engloban cepas aisladas de pinnípedos y cetáceos, respectivamente (Foster et al., 1996; 
Jahans et al., 1997; Foster et al., 2007; Dawson et al., 2008). Sin embargo, también se 
ha producido algún aislamiento ocasional en humanos, lo que indica su potencial 
patógeno para humanos (Sohn et al., 2003). Más recientemente, se han descrito otras 
dos nuevas especies: B. microti, aislada inicialmente del topillo común Microtus arvalis 
(Scholz et al., 2008; Audic et al., 2009) y B. inopinata, aislada de un implante de mama 
en una paciente de 71 años de edad con signos clínicos de brucelosis (De et al., 2008; 
Scholz et al., 2010). 
A pesar de la similitud que existe entre las seis especies clásicas de Brucella a 
nivel del ADN, la virulencia y facilidad de transmisión al hombre que presentan difiere de 
una especia a otra (Moreno et al., 2002). Así, salvo B. ovis y B. neotomae, el resto de las 
especies han sido aisladas de pacientes con brucelosis, siendo B. melitensis la que 
presenta un mayor grado de patogenicidad para el hombre. La fiebre de Malta, fiebre 
ondulante o enfermedad de Bang, como también es conocida la brucelosis humana, se 
caracteriza por la aparición de episodios recurrentes de fiebre, escalofríos, sudoración 
nocturna, pérdida de peso, cefalea, artralgias, esplenomegalia y linfadenopatías (Corbel, 
1990; Dornand et al., 2002), que en algunos casos, causa la muerte del paciente. Dicha 
enfermedad se suele contraer por contacto directo con el animal infectado o a través de 
la ingesta de alimentos contaminados, como leche o queso sin pasteurizar.  
En animales, la brucelosis se caracteriza por ser una enfermedad que afecta 
principalmente a los aparatos reproductores de machos y hembras, provocando fiebre 
recurrente, aborto y problemas de fertilidad en el hospedador. Debido a ello, causa 
grandes pérdidas económicas dentro del sector ganadero dedicado principalmente a la 
explotación del ganado bovino, ovino, porcino o caprino. 
El diagnóstico de la brucelosis se lleva a cabo generalmente a través del 
aislamiento del patógeno mediante hemocultivo y mediante la detección de anticuerpos 
específicos frente a Brucella spp. en sangre por seroaglutinación (O.I.E., 2004; Nielsen 
and Yu, 2010), aunque en los últimos años se están desarrollando nuevas pruebas 
complementarias basadas en métodos moleculares que permitan mejorar el diagnóstico 
de la enfermedad. 
El control de la brucelosis se basa en la erradicación de la enfermedad en el 
reservorio animal, lo cual exige la identificación sistémica y eliminación de aquellos que 
se encuentran infectados, así como la vacunación de los animales susceptibles. Hasta el 
momento, en el control de la brucelosis animal se emplean las vacunas vivas atenuadas 
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B. abortus S19 y B. abortus RB51 (para el ganado bovino) (Nicoletti, 1990; Schurig et 
al., 1991; Schurig et al., 2002) y B. melitensis Rev1 (para el ganado ovino y caprino) 
(Blasco, 1997; Schurig et al., 2002), las cuales, a pesar de ser eficientes, presentan 
varios inconvenientes tales como, riesgo de abortos, interferencia en el diagnóstico de la 
infección en el caso de las cepas vacunales lisas o riesgo de infección en su manipulación 
para el hombre, por lo que actualmente se sigue intentando obtener nuevas vacunas 
mejoradas que no tengan estos efectos secundarios. 
 
 
2. FACTORES RELACIONADOS CON LA VIRULENCIA DE Brucella spp. 
OBJETO DE ESTUDIO DE ESTE TRABAJO. 
 
Las especies de Brucella, patógenos extracelulares e intracelulares facultativos, se 
han adaptado a lo largo de la evolución a sobrevivir bajo diferentes condiciones, 
evadiendo a su vez, los diferentes mecanismos de defensa del organismo hospedador. 
Sin embargo, se ha observado que Brucella carece de factores clásicos de virulencia, 
tales como plásmidos o bacteriófagos lisogénicos, producción de exotoxinas, variación 
antigénica o presencia de cápsula o fimbrias. Por tanto, otros deben ser los factores o 
mecanismos que estén implicados en la virulencia que presentan las especies de Brucella 
y que les permite sobrevivir y replicarse con éxito en células fagocíticas tanto 
profesionales como no profesionales. Varios han sido los candidatos propuestos a ejercer 
tal función en esta bacteria, siendo los más importantes los detallados a continuación. 
 
2.1 El lipopolisacárido del género Brucella. 
 
El lipopolisacárido (LPS) del género Brucella posee una estructura química 
peculiar que lo diferencia del LPS clásico presentado por otras bacterias Gram negativas. 
Por ello, confiere unas propiedades especiales a la bacteria que le proporcionan 
protección frente a los mecanismos de defensa del organismo hospedador. Entre estas 
propiedades se encuentran: una baja endotoxicidad, una alta resistencia a la degradación 
por macrófagos y una baja inmunogenicidad (Moreno et al., 1981; Forestier et al., 1999; 
Forestier et al., 2000; Lapaque et al., 2005). Además el LPS de Brucella spp. puede 
hallarse en fase lisa (S-LPS) o en fase rugosa (R-LPS) según la presencia o ausencia de 
cadenas polisacarídicas O en su estructura. Así, las especies que componen este género 
se dividen en lisas o rugosas. Dentro de las seis especies clásicas de Brucella,               
B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. neotomae poseen un S-LPS, mientras que B. ovis y 
B. canis son especies naturalmente rugosas. Se ha observado que el LPS en fase lisa es 
muy importante para la virulencia de la bacteria ya que mutantes rugosos obtenidos a 
partir de estirpes lisas se encuentran atenuados (Allen et al., 1998; Godfroid et al., 
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1998; McQuiston et al., 1999; Foulongne et al., 2000; Ugalde et al., 2000; Monreal et 
al., 2003; Porte et al., 2003; González et al., 2008). Por ello, el S-LPS ha sido 
ampliamente estudiado y está considerado como un factor de virulencia en este género. 
Sin embargo, cabe destacar, que tanto B. ovis como B. canis, sin presentar un LPS en 
fase lisa, son virulentas en sus respectivos hospedadores y que en la actualidad, poco es 
lo que se conoce sobre los posibles factores y mecanismos que se hallan implicados en el 
establecimiento del proceso infeccioso de ambas especies. 
 
2.1.1 Estructura química del lipopolisacárido. 
 
El LPS de las bacterias Gram negativas en general, y del género Brucella en 
particular, se encuentra ubicado en la membrana externa de la bacteria, la cual está 
constituida también por fosfolípidos y proteínas distribuidos asimétricamente. La 
molécula de LPS está formada por una parte glucolipídica e hidrofóbica (el denominado 
lípido A) insertada en la membrana externa y no expuesta a la superficie de la bacteria, y 
otra parte totalmente sacarídica, dirigida hacia el exterior. Ésta última se divide a su vez 
en dos secciones: el núcleo (la parte más interna) y las cadenas polisacarídicas O, 
presentes únicamente en aquellas especies que poseen un S-LPS, como ya se ha 






Figura 1. Esquema estructural simplificado del lipopolisacárido en fase lisa de Brucella spp. El 
S-LPS de estirpes lisas de Brucella está constituido por: el lípido A, formado por diaminoglucosa unida a 
diferentes ácidos grasos de cadena larga, una región central denominada núcleo que contiene ácido 2-
ceto 3-desoxioctulosónico, glucosamina, quinovosamina, glucosa y manosa, y por homopolímeros de N-
formilperosamina proyectados hacia el exterior de la membrana externa, llamados cadenas O. Esquema 
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• El lípido A. 
 
Se ha observado que el lípido A de la especie B. abortus, aunque es 
químicamente diferente al de bacterias Gram negativas clásicas, posee una estructura 
que está presente también en algunos géneros de las α-2 proteobacterias relacionados 
filogenéticamente con Brucella spp., como por ejemplo, Ochrobactrum y Mesorhizobim 
(Moreno et al., 1990). El lípido A del género Brucella está constituido por un esqueleto 
disacárido de diaminoglucosa [2,3-diamino-2,3-didesoxi-D-glucosa unidos mediante 
enlace β (1-6)] que puede estar en algunas ocasiones mono o bifosforilado en las 
posiciones 1’ ó 1’ + 4,’ respectivamente (Rojas et al., 1994; Iriarte et al., 2004). Por otra 
parte, a este esqueleto se encuentran unidos, mediante enlaces éster y amida, β-
hidroxiácidos [3-OH-C12:0  hasta VLCFAs (“Very long chain fatty acids”) como 27-OH-C28:0 
ó 29-OH-C30:0] y otros ácidos grasos de cadena larga (C16:0 a C18:0) (Moreno et al., 1990; 
Bhat et al., 1991). Hasta el momento, no se ha detectado ni etanolamina ni otros 
azúcares neutros formando parte de la composición del lípido A de Brucella, a diferencia 
de lo que sucede en otras bacterias Gram negativas (Moreno et al., 1990; Freer et al., 
1995). Además, se ha observado que existe una fuerte asociación entre proteínas de la 
membrana externa y el lípido A, ya que cuando se obtienen extractos de LPS, éstos 
contienen fragmentos de proteínas que no se eliminan mediante el empleo de los 
procedimientos convencionales usados para enterobacterias (Moreno et al., 1981; Rojas 
et al., 1994).  
En enterobacterias, el grado de heterogeneidad que presenta el lípido A es mayor 
debido a las diferentes combinaciones en las que se pueden vincular los ácidos grasos, 
los grupos fosfato, los azúcares neutros, la etanolamina y los diferentes tipos de azúcares 
amino que conforman la molécula. En cambio, en el género Brucella, existen menos 
variantes de lípido A ya que la heterogeneidad que presenta deriva del número de ácidos 
grasos unidos y de las posibles diferencias que puedan existir entre ellos debidas 
prácticamente a la presencia de 1 o 2 grupos fosfato en las posiciones 1’ y 4’ (Freer et 
al., 1995; Iriarte et al., 2004; Cardoso et al., 2006). Además, se ha comprobado que el 
lípido A de Brucella es poco endotóxico y que contribuye a la resistencia que muestra la 
membrana externa de este género a la acción de antibióticos y péptidos catiónicos 
(Rasool et al., 1992, Freer et al., 1996; Manterola et al., 2005; Caro-Hernández et al., 
2007). 
 
• Núcleo oligosacarídico. 
 
Diferentes análisis cualitativos han demostrado que el núcleo oligosacarídico del 
LPS de B. abortus está constituido por ácido 2-ceto-3-desoxioctulosónico (KDO), 2-
amino-2-desoxiglucosa (glucosamina), 2-amino-2,6-didesoxi-D-glucosa (quinovosamina), 
glucosa y manosa. Sin embargo, no se han observado en su estructura otros 
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componentes comunes del núcleo de otras α-proteobacterias, como heptosa, fosfatos o 
ácido galacturónico (Iriarte et al., 2004).  
 
• Cadenas polisacarídicas O. 
 
Estas cadenas polisacarídicas, ligadas al núcleo y proyectadas hacia el exterior de 
la bacteria, se encuentran presentes solamente en el LPS de especies lisas de Brucella. 
Son homopolímeros sin ramificaciones de N-formilperosamina, con una media de longitud 
de cadena normalmente de entre 96 – 100 subunidades glicosídicas. Estos residuos están 
unidos en algunas cepas exclusivamente por enlaces α (1-2) (por ejemplo, en B. suis 
1330 y B. abortus 544) y en otras sin embargo, mediante enlaces α (1-2) y α (1-3) en 
diferentes proporciones (4:1 en B. melitensis 16M) (Garín-Bastuji et al., 1990; Iriarte et 
al., 2004). Estas uniones generan tres tipos básicos de epítopos en Brucella (el A, el M y 
el C o común) confirmados todos ellos mediante estudios con anticuerpos monoclonales 
(Wilson and Miles, 1932; Douglas and Buchanan, 1980; Bundle et al., 1989; Meikle et 
al., 1989; Cloeckaert et al., 1992a; Cloeckaert et al., 1993; Rojas et al., 1994). Aparte 
de éstos, se ha demostrado la existencia de otros epítopos que muestran reacciones 
cruzadas con Yersinia enterolitica 0:9 (denominados C/Y) (Bundle et al., 1989; Meikle et 
al., 1989; Weynants et al., 1997; Cloeckaert et al., 1998). 
 
2.1.2 Papel del lipopolisacárido de Brucella spp. en la modulación 
de la respuesta inmune innata del hospedador. 
 
La peculiar estructura química que presenta el LPS de Brucella le confiere a la 
bacteria unas propiedades que le permiten condicionar la respuesta inmune innata del 
organismo hospedador. Fundamentalmente, se ha observado que el LPS se encuentra 
implicado en la resistencia de la bacteria a la acción bactericida de péptidos catiónicos y 
del complemento, y en la inhibición de la síntesis de diferentes mediadores inmunitarios 
necesarios para la activación de distintos mecanismos de defensa antimicrobianos 
(Lapaque et al., 2005). 
 
• Resistencia a péptidos catiónicos bactericidas. 
 
Es bien conocido en la actualidad que el LPS de Brucella constituye una eficiente 
barrera protectora frente a mecanismos bactericidas extracelulares y frente a la actividad 
antimicrobiana de células fagocíticas. Se ha demostrado que este género posee una 
elevada resistencia a una gran variedad de péptidos catiónicos bactericidas tales como, 
defensinas NP-2, lactoferrina, cecropina, lisozima, péptidos derivados de bactenecina y 
polimixina B, así como también a extractos lisosomales de leucocitos polimorfonucleares 
(Riley and Robertson, 1984; Martínez de Tejada et al., 1995; Freer et al., 1996; Velasco 
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et al., 2000; Manterola et al., 2005; Caro-Hernández et al., 2007; Martín-Martín et al., 
2010). Se ha postulado que la responsable de esta marcada resistencia es la estructura 
química que posee el LPS. Así, el hecho de que el núcleo oligosacarídico y el lípido A no 
presenten muchos constituyentes cargados negativamente, como por ejemplo, azúcares 
ácidos o grupos fosfatos, facilita la agregación de moléculas de LPS a través de sus 
ácidos grasos, evitando la unión y penetración de los péptidos catiónicos (Moriyón and 
López-Goñi, 1998; Lapaque et al., 2005). Resulta por ejemplo sorprendente, la ausencia 
del azúcar básico 4-amino-arabinosa (arabinosamina) en el lípido A de Brucella, ya que 
en otras bacterias Gram negativas, este azúcar actúa neutralizando la carga negativa 
neta de la estructura, lo que aumenta la resistencia de la membrana externa a la acción 
de estos péptidos antimicrobianos (Iriarte et al., 2004). Por otra parte, se ha indicado 
que la estructura del núcleo oligosacarídico de Brucella crea por sí misma un bloque 
estérico que dificulta el acceso de policationes tanto al KDO como a otros grupos 
aniónicos del lípido A, contribuyendo así a incrementar la resistencia a estos agentes 
bactericidas (Martínez de Tejada et al., 1995; Velasco et al., 2000; Iriarte et al., 2004). 
Además del papel relevante que presenta el complejo núcleo-lípido A en la protección 
frente a los péptidos catiónicos, se ha propuesto también una posible implicación de las 
cadenas polisacarídicas O, ya que podrían disminuir la exposición de grupos aniónicos del 
LPS (Martínez de Tejada et al., 1995). Sin embargo, B. ovis PA, una especie 
naturalmente rugosa carente de cadenas O, muestra una mayor resistencia a la acción 
del policatión bactericida polimixina B que algunas cepas lisas de Brucella, lo que revela 
que esta cepa presenta unas particulares propiedades en su membrana externa (Caro-
Hernández et al., 2007; Martín-Martín et al., 2010). 
 
• Inhibición del sistema del complemento. 
 
Se ha demostrado que el LPS de Brucella también se encuentra involucrado en la 
inhibición de la cascada del complemento, lo que favorece la supervivencia extracelular 
de este patógeno (Corbeil et al., 1988; Eisenschenk et al., 1995; Allen et al., 1998; 
Fernández-Prada et al., 2001). Según varias evidencias experimentales obtenidas en 
diversos estudios, parece ser que las especies de Brucella inducen una débil activación de 
la ruta alternativa del complemento, estando solamente implicadas en la eliminación del 
patógeno, la ruta clásica y la mediada por las lectinas (Hoffmann and Houle, 1983; 
Fernández-Prada et al., 2001). Se ha observado que B. abortus posee una particular 
resistencia a sueros no inmunes, la cual es debida en parte, a que las cadenas 
polisacarídicas O de su LPS bloquean el acceso de C1q (subunidad proteica del primer 
componente del complemento en la ruta clásica) a las proteínas de la membrana externa 
de Brucella spp. (Eisenschenk et al., 1999; Fernández-Prada et al., 2001). Este hecho ha 
llevado a formular la hipótesis de que las cadenas O, por su longitud y densidad, podrían 
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enmascarar posibles receptores para el complemento, actuando además como un escudo 
protector frente a este mecanismo defensivo (Moreno et al., 1981; Eisenschenk et al., 
1999). Sin embargo, la resistencia que presenta el género Brucella a la lisis por el 
complemento no depende exclusivamente de la presencia de estas cadenas 
polisacarídicas en la molécula de LPS, ya que se ha observado que especies naturalmente 
rugosas muestran una menor o igual sensibilidad que cepas lisas a la actividad de suero 
no inmune de cordero (Estein et al., 2004; Caro-Hernández et al., 2007). Por tanto, 
deben existir otras diferencias en la superficie de las especies de Brucella que expliquen 
este distinto comportamiento (Martín-Martín et al., 2010). Recientemente, se ha indicado 
que la fosfatidilcolina, un fosfolípido típicamente relacionado con células eucariotas y que 
se encuentra en abundancia en la membrana externa de Brucella, podría estar 
involucrada en la resistencia mostrada por este género tanto al complemento como a los 
péptidos antimicrobianos (Conde-Álvarez et al., 2006; Aktas et al., 2010). 
 
• Interferencia con la respuesta inmunitaria del organismo hospedador. 
 
El LPS, uno de los principales componentes de la superficie de Brucella spp., 
aparte de constituir una eficiente barrera protectora para la bacteria, también interfiere 
con la respuesta inmunitaria que pone en marcha el organismo hospedador en defensa a 
la infección. Así, impide el acceso de moléculas efectoras del sistema inmune, tales como 
los anticuerpos, a otros componentes de la membrana externa que se encuentran 
enmascarados por él. Por ejemplo, se ha observado mediante ensayos realizados por 
citometría de flujo, ensayos inmunoenzimáticos (ELISAs) y miscroscopía electrónica, que 
en cepas rugosas de Brucella, la unión de anticuerpos monoclonales específicos frente a 
proteínas de membrana externa (PMEs) es mayor que en cepas lisas, en las cuales, la 
presencia de cadenas O hace que la accesibilidad de las PMEs sea menor (Bowden et al., 
1995a). 
Por otro lado, diversas investigaciones han demostrado que la actividad 
endotóxica que presenta el LPS del género Brucella es muy baja en comparación con 
otras moléculas de LPS de bacterias patógenas Gram negativas (Moreno et al., 1981; 
Goldstein et al., 1992; Rasool et al., 1992). Esta peculiar propiedad se considera que 
pueda ser una adaptación evolutiva a una vida intracelular ya que esta característica se 
ha observado también en otros patógenos intracelulares, tales como Bartonella y 
Legionella (Moreno et al., 1981; Zähringer et al., 1995; Zähringer et al., 2004). Debido a 
esa baja endotoxicidad que posee, el LPS de Brucella es un débil inductor de la respuesta 
inflamatoria del organismo hospedador (Roop et al., 2009). Se ha indicado que las 
cadenas polisacarídicas O podrían tener un papel relevante en la prevención de la 
inducción de la síntesis de citoquinas en macrófagos, ya que podrían impedir el 
reconocimiento de posibles patrones moleculares asociados con el patógeno (“Pathogen-
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associated molecular patterns”, PAMPs) por parte de receptores de células inmunes, tales 
como, los receptores tipo Toll (“Toll-like receptors”, TLRs) (Huang et al., 2003; Rittig et 
al., 2003; Jiménez de Bagüés et al., 2004; Billard et al., 2007a). El hecho de que 
Brucella spp. interfiera en el desarrollo de un correcto patrón de citoquinas durante los 
primeros estadíos del proceso infeccioso desencadena por un lado, que la respuesta 
inmune innata no sea lo suficientemente eficiente y por otro lado, que la respuesta 
inmune adaptativa no se establezca adecuadamente ya que ésta depende de las 
primeras señales emitidas tras detectar al microorganismo patógeno. Dentro de las 
citoquinas que ejercen un papel importante en la organización de la respuesta inmune 
frente a Brucella spp. se encuentran la interleucina 12 (IL12), el interferón gamma (INFγ) 
y el factor de necrosis tumoral (TNFα) (Ko et al., 2003).  
El TNFα, secretado por las células Tγδ del sistema inmune al activarse por 
mecanismos que todavía se desconocen y por los macrófagos tras ser infectados, actúa 
activando a los propios macrófagos y a las células NK (“natural killer”) de la respuesta 
innata (Dornand et al., 2002) (Figura 2). Se ha observado que B. suis inhibe la síntesis 
de TNFα por macrófagos humanos, acción que favorece al establecimiento de la infección 
en el hospedador debido a que también repercute en la maduración de las células 
presentadoras de antígeno profesionales: las células dendríticas (Caron et al., 1996; 
Billard et al., 2007b). Por otra parte, al no producirse la activación del macrófago, éste 
no sintetiza IL12, una citoquina clave ya que es la responsable de que los linfocitos T 
CD4+ se diferencien hacia el subtipo celular Th1, conduciendo al sistema inmune a una 
respuesta adaptativa fundamentalmente celular (Zhan and Cheers, 1995; Zhan and 
Cheers, 1998) (Figura 2). Un componente crucial en esta respuesta celular es el INFγ 
producido por los linfocitos Th1 y CD8+ y por las células NK y Tγδ, el cual actúa como un 
potente inductor de la actividad bactericida de los macrófagos y de los linfocitos CD8+ 
(Jiang and Baldwin, 1993; Oliveira et al., 1995; Fernández-Lago et al., 1996; Dornand et 
al., 2002; Ko et al., 2003) (Figura 2).  
Existen evidencias genéticas que sugieren que el lípido A podría tener un papel 
importante en la modulación que ejerce Brucella spp. de la respuesta inmune del 
hospedador; se ha observado que una cepa mutante de B. abortus que presenta un lípido 
A defectuoso en cuanto a su composición en ácidos grasos de cadena larga, además de 
ser más sensible a la acción bactericida del sistema del complemento, induce una mayor 
respuesta proinflamatoria en el organismo que la hospeda que la cepa parental (Parent et 
al., 2007). Recientemente, han sido identificadas en el género Brucella dos proteínas que 
podrían también intervenir en la modulación de la respuesta inmune. Se trata de la 
proteína TcpB o BTP1, implicada en la inhibición de la maduración y de la actividad 
funcional de las células dendríticas (Cirl et al., 2008; Salcedo et al., 2008; Radhakrishnan 
et al., 2009; Sengupta et al., 2010), y de la proteína PrpA, responsable de inducir una 
activación policlonal no específica de células B y de promover una fuerte producción de 
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interleucina 10. Este hecho hace que la supervivencia de Brucella spp. en el hospedador 
se vea favorecida ya que esta citoquina, a la vez que se encuentra implicada en el 
desarrollo de una respuesta adaptativa humoral mediada por los linfocitos Th2, ejerce 
una regulación negativa en la proliferación de células Th1 de la inmunidad celular 
(Fernandes and Baldwin, 1995; Spera et al., 2006) (Figura 2). 
Por otro lado, se ha demostrado que el S-LPS purificado de B. abortus también es 
un débil inductor de la explosión oxidativa y de la secreción de lisozima por células 
fagocíticas infectadas (Rasool et al., 1992; Lapaque et al., 2005). Adicionalmente, 
Brucella spp. posee otros mecanismos que la ayudan a protegerse de los intermediarios 
de oxígeno y nitrógeno producidos en la explosión oxidativa de los macrófagos (Jiang et 
al., 1993). De este modo, tanto superóxidos dismutasas citoplasmáticas como citocromos 
oxidasas parecen estar involucradas en la prevención de la toxicidad por radicales de 
oxígeno (Tatum et al., 1992; Lynch and Kuramitsu, 2000; Gee et al., 2005). Además, 
para contrarrestar el efecto bactericida que ejerce el óxido nítrico producido por la 
enzima inducible óxido nítrico sintetasa (iNOS) en macrófagos infectados, se ha 
detectado que Brucella suis emplea una enzima óxido nítrico reductasa (Nor) (Gross et 
al., 2000; Loisel-Meyer et al., 2006). Asimismo, actualmente se está investigando el 
papel que pueden ejercer las proteínas AhpC en la protección de la bacteria frente a otro 
potente agente microbicida, el peroxinitrito (ONOO-) (Steele et al., 2010), lo que también 
favorecería la replicación intracelular de este patógeno (Bryk et al., 2000; Roop et al., 
2009). 
Por ultimo, cabe señalar el papel que ejerce el S-LPS en la inhibición de la 
presentación de antígenos por parte de los macrófagos a los linfocitos T CD4+. Se ha 
observado que cuando el S-LPS de B. abortus es fagocitado por macrófagos, éste sigue la 
ruta clásica endocítica empleada por las proteínas antigénicas, pero a un ritmo mucho 
más lento debido a la resistencia que presentan las cadenas polisacarídicas O a ser 
degradadas por la célula hospedadora (Forestier et al., 1999). Al cabo de unas 6 – 24 
horas, las moléculas de S-LPS, que se encuentran alojadas en compartimentos celulares 
enriquecidos en complejos mayores de histocompatibilidad de clase II (MHC-II), son 
recicladas hacia la membrana del macrófago. En ella, junto con los complejos MHC-II, 
forman agrupaciones denominadas macrodominios (Forestier et al., 1999; Forestier et 
al., 2000) que se caracterizan por ser estructuras eléctricamente densas, poco fluidas, 
estables a lo largo del tiempo y resistentes a detergentes (Lapaque et al., 2006). Estos 
macrodominios forman una barrera que interfiere en la presentación de péptidos 
antigénicos a través de los complejos MHC-II entre el macrófago y los linfocitos T CD4+, 
impidiendo que se produzca entonces, una respuesta inmune efectiva del hospedador 
(Forestier et al., 2000). Se puede considerar por tanto, como otra estrategia empleada 
por el género Brucella para poder sobrevivir y replicarse intracelularmente en los 
macrófagos por periodos prolongados de tiempo (Lapaque et al., 2005; Lapaque et al., 










































Figura 2. Principales citoquinas secretadas en respuesta a una infección por Brucella spp. y su 
papel en el control del proceso infeccioso. Tras producirse una infección por Brucella spp., diversos 
componentes celulares inmunológicos sintetizan una serie de citoquinas (flechas azules) encargadas de 
activar y organizar una respuesta inmune adecuada frente al patógeno (flechas verdes). Entre estas 
citoquinas destaca la producción de interleucina 12 (IL12), responsable de dirigir al sistema inmune hacia 
una respuesta adaptativa principalmente celular (flecha rosa) y no humoral (flechas amarillas), y de factor 
de necrosis tumoral (TNFα) e inteferón gamma (INFγ) que potencian la función citotóxica ejercida por las 
células NK, las células Tγδ y los linfocitos T CD8+ con el fin de eliminar todas aquellas células infectadas 
por el patógeno (flechas rojas). 
 
 
2.1.3 El lipopolisacárido y su papel en la internalización y 
multiplicación intracelular de Brucella spp. en células 
fagocíticas. 
 
• El tráfico intracelular del género Brucella hasta su nicho replicativo. 
 
Es bien conocida en la actualidad, la capacidad que presentan las especies de 
Brucella en fase lisa para entrar, sobrevivir y multiplicarse en células fagocíticas no 
profesionales como trofoblastos de la placenta (Meador and Deyoe, 1989; Samartino and 
Enright, 1993) y células epiteliales (Shepard, 1959; Detilleux et al., 1990: Pizarro-Cerdá 
et al., 2000; Ferrero et al., 2009) así como también, en células fagocíticas profesionales 
como células dendríticas y macrófagos (Roop et al., 2004; Billard et al., 2005). La 
consecución de un nicho replicativo en los macrófagos, principales células hospedadoras 
de este patógeno, le va a proporcionar a este microorganismo una protección frente al 
complemento y a anticuerpos durante su diseminación por el hospedador, y la capacidad 
para mantenerse durante largos periodos de tiempo en el organismo afectado, con la 
consiguiente cronificación de la infección. Esta habilidad que presentan las estirpes de 
Brucella en fase lisa implica un proceso complejo, en el cual, este patógeno interfiere con 
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las funciones propias de la célula hospedadora, llegando incluso a controlar su propio 
tráfico intracelular. Así, cuando una especie lisa de Brucella es fagocitada por el 
macrófago, sigue una ruta endocítica en la cual evita degradaciones hidrolíticas por 
fusión con los lisosomas, favoreciendo en los estadíos tempranos de la infección, su 
supervivencia intracelular (Pizarro-Cerdá et al., 1998b; Comerci et al., 2001; Celli, 
2006). Se ha demostrado que esta ruta intracelular que permite la supervivencia de 
Brucella spp. dentro del macrófago está relacionada con una puerta de entrada a las 
células fagocíticas modulada por microdominios lipídicos denominados “lípidos rafts” (Kim 
et al., 2002; Naroeni and Porte, 2002; Watarai et al., 2002a; Watarai et al., 2002b). 
Éstos son zonas o balsas de la membrana del macrófago enriquecidas en moléculas de 
colesterol, glicoesfingolípidos (como el gangliósido GM1) y proteínas 
glicosilfosfatidilinositol de anclaje a la membrana (proteína GPI) (Shin and Abraham, 
2001a; Shin and Abraham, 2001b; Pike 2003). Parece ser que la presencia de estos 
“lípidos rafts” en la membrana de las vacuolas intracelulares que transportan 
intracelularmente a Brucella spp., está involucrada en la restricción de las fusiones con 
los lisosomas y en la obtención de un nicho replicativo (Naroeni et al., 2001; Porte et al., 
2003; Celli and Gorvel, 2004). También se ha observado que la internalización del 
género Brucella por esta vía es dependiente de procesos de polimerización de F-actina 
(Kusumawati et al., 2000) y de actividad quinasa proporcionada por las enzimas 
fosfatidilinositol 3 quinasas (PI3Ks) de Clase I localizadas cerca de la membrana 
plasmática de la célula hospedadora (Pei et al., 2008a; Qin et al., 2008; Weber et al., 
2009). 
Una vez que la bacteria es internalizada en el macrófago, ésta se localiza en 
compartimentos membranosos denominados BCV (“Brucella-containing vacuole”). Éstos 
sufren interacciones con endosomas tempranos de la ruta endocítica, adquiriendo en su 
membrana los marcadores Rab5 y EEA-1 (Pizarro-Cerdá et al., 1998a; Chaves-Olarte et 
al., 2002; Celli et al., 2003) (Figura 3). A continuación, hasta 12 horas post-infección 
(p.i.), las BCVs interactúan con endosomas tardíos y lisosomas, acumulando en su 
membrana la glicoproteína LAMP-1 y otros marcadores como Rab7 y RILP, y 
produciéndose además su acidificación (Pizarro-Cerdá et al., 1998a; Arenas et al., 2000; 
Celli et al., 2003; Starr et al., 2008) (Figura 3). Varios han sido los genes relacionados 
en la protección de Brucella spp. frente a esta disminución de pH del ambiente que la 
rodea. Algunos de éstos son hdeA (Valderas et al., 2005), asp24 (Lin and Ficht, 1995; 
Kahl-McDonagh and Ficht, 2006; Kahl-McDonagh et al., 2006), cydB (Endley et al., 
2001) o hfq (Robertson and Roop, 1999), aunque el mecanismo de actuación de sus 
productos todavía se desconoce. Parece ser además que en esta resistencia que muestra 
Brucella spp. no interviene la enzima ureasa, la cual sí que protege a la bacteria frente a 
los pH ácidos que se encuentra durante su paso por el tracto gastrointestinal cuando es 
ingerida oralmente (Bandara et al., 2007; Sangari et al., 2007; Paixão et al., 2009). 
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Se ha demostrado que el acontecimiento de todas estas interacciones con la 
consiguiente acidificación de la vacuola, es imprescindible para que pueda producirse 
posteriormente una correcta maduración de las BCVs (Porte et al., 1999; Starr et al., 
2008). Esta fase de maduración se caracteriza por una pérdida progresiva de LAMP-1 de 
la membrana de la vacuola, la cual probablemente se inicia cuando las BCVs interceptan 
la ruta secretora de la célula mediante interacción con dominios especializados del 
retículo endoplasmático denominados “sitios de salida” o ERES (“endoplasmic reticulum 
exit sites”) (Celli et al., 2003; Celli et al., 2005). Esta fusión con el retículo 
endoplasmático conduce a la generación de un orgánulo que posee unas condiciones 
permisivas para la replicación de Brucella, llamado fagosoma replicativo o BCV replicativa 
(Pizarro-Cerdá et al., 1998a; Celli et al., 2003). Se ha observado que esta fusión, 
dependiente de la actividad de una pequeña GTPasa (Sar1) y del complejo COPII (Aridor 
et al., 2001; Celli et al., 2005), hace que las vacuolas adquieran en su membrana 
marcadores propios del retículo endoplasmático como calnexina, calreticulina, sec61β o 
PDI (Celli, 2006) (Figura 3). En este punto de la ruta, se cree que la supervivencia de la 
bacteria se ve favorecida al generarse más fagosomas replicativos mediante la fisión de 
una BCV en dos vacuolas hijas mediada por un aporte membranoso por parte del retículo 
endoplasmático (Celli, 2006). 
Aparte del beneficio obvio que obtiene Brucella spp. mediante esta alteración de 
la ruta endocítica intracelular minimizando la fusión de la vacuola que la transporta con 
lisosomas, se ha observado que las interacciones que realizan las BCVs con el retículo 
endoplasmático proporcionan una fuente de hierro a la bacteria, la cual proviene de la 
degradación de los grupos hemo realizada en los macrófagos. De esta forma, a pesar de 
estar sometida a un fuerte grado de estrés nutricional durante su tránsito intracelular, 
Brucella spp. suple sus necesidades en cuanto a este micronutriente, el cual es esencial 
para que pueda llevar a cabo su replicación dentro del macrófago (Roop et al., 2009). 
Por otro lado, se ha demostrado que en condiciones opsonizantes, las especies 
lisas de Brucella penetran al macrófago principalmente a través del empleo de los 
receptores Fc (Coppolino et al., 2001; Naroeni and Porte, 2002; Porte et al., 2003). 
Adicionalmente, mediante experimentos realizados en monocitos humanos, se ha 
observado que bajo estas condiciones, las BCVs que transportan a una estirpe lisa 
virulenta de Brucella (B. abortus 2308), también sufren asociaciones con endosomas 
tardíos y lisosomas y llegan incluso a acidificarse, pero no son capaces de interactuar con 
el retículo endoplasmático (Bellaire et al., 2005). En ellas, B. abortus 2308 todavía es 
capaz de sobrevivir e incluso, de replicarse coincidiendo con una subida de pH, lo que 
ayuda a explicar la habilidad que posee esta especie para persistir por largos periodos de 



























































Figura 3. Ruta endocítica intracelular seguida por especies lisas de Brucella en el macrófago. 
Una vez que la bacteria penetra en la célula fagocítica mediante una vía de entrada mediada por los 
“lípidos rafts”, ésta se localiza en compartimentos membranosos denominados BCVs (“Brucella-containing 
vacuoles”). Durante su tránsito intracelular, estas vacuolas sufren interacciones con diferentes 
componentes líticos, acidificándose y adquiriendo en sus membranas diversos marcadores. Dichas 
asociaciones y la bajada de pH son imprescindibles para que las BCVs no se fusionen con los lisosomas y 
consigan interceptar la ruta secretoria de la célula a través de los dominios ERES (“endoplasmic reticulum 
exit sites”) del retículo endoplasmático. Esta fusión conduce finalmente a la generación de la denomina 
BCV replicativa que posee unas condiciones óptimas para la supervivencia y multiplicación intracelular de 
la bacteria. Esquema tomado y modificado de Starr et al., 2008. 
 
 
• Papel del S-LPS en la entrada de Brucella spp. en macrófagos. 
 
En la actualidad se han propuesto dos posibles receptores ligados a los “lípidos 
rafts” que estarían implicados en la penetración de estirpes lisas de Brucella por esta ruta 
al macrófago. Uno de ellos es el receptor “Scavenger” de Clase A (SR-A), el cual 
establece uniones con las moléculas de LPS del patógeno (Kim et al., 2004). Más 
recientemente, se ha señalado un nuevo modelo de entrada a través de interacciones 
entre la proteína priónica celular PrPc del macrófago y la chaperona Hsp60 expuesta en 
la superficie bacteriana (Watarai et al., 2003). Sin embargo, todavía existen 
controversias científicas sobre el papel que pueda ejercer la proteína PrPc en la infección 
por Brucella (Celli and Gorvel, 2004; Fontes et al., 2005).  
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Recientemente se ha sugerido que el núcleo oligosacarídico de las moléculas de 
LPS de especies lisas de Brucella podrían ejercer un papel relevante en la ruta de entrada 
en el macrófago mediada por los dominios lipídicos (Monreal et al., 2003; González et al., 
2008). Sin embargo, como un factor mucho más importante en esta entrada, se ha 
señalado la presencia de las cadenas polisacarídicas O en el LPS, ya que al parecer, éstas 
podrían establecer interacciones con los “lípidos rafts” (Porte et al., 2003). Esta hipótesis 
se basa en la grave atenuación en la virulencia mostrada por mutantes rugosos de cepas 
lisas de Brucella, portadores de alteraciones en genes implicados en la síntesis de 
cadenas O. Estos genes han sido identificados mediante caracterización genotípica y 
fenotípica, y codifican enzimas tales como una perosamina sintetasa (Godfroid et al., 
1998), una fosfoglucomutasa (Ugalde et al., 2000), una glicosiltransferasa (McQuiston et 
al., 1999), una fosfomanomutasa (Allen et al., 1998) y una formiltransferasa (Lacerda et 
al., 2010). A diferencia de las cepas parentales, todas estos mutantes rugosos son 
incapaces de sobrevivir en el modelo murino y presentan diferencias en cuanto a su 
comportamiento intracelular en cultivos celulares (Allen et al., 1998; Godfroid et al., 
1998; McQuiston et al., 1999; Foulongne et al., 2000; Ugalde et al., 2000; Porte et al., 
2003; Jiménez de Bagüés et al., 2004; González et al., 2008; Lacerda et al., 2010). 
Además algunos de estos mutantes rugosos penetran en los macrófagos en una 
proporción mayor que la observada en las cepas lisas parentales correspondientes, sin 
requerir para ello, la vía de entrada mediada por los “lípidos rafts” ni la actividad de las 
enzimas PI3Ks de Clase I (Porte et al., 2003; Rittig et al., 2003; Pei and Ficht, 2004; Pei 
et al., 2008a; Qin et al., 2008). Esta distinta ruta de entrada en las células fagocíticas 
condiciona que las vacuolas que transportan a las cepas mutantes rugosas no eviten la 
fusión con los lisosomas de la célula hospedadora, siendo por tanto, destruida la bacteria 
(Porte et al., 2003).  
Por otra parte, se ha demostrado que la rápida eliminación de estos mutantes 
rugosos por parte del organismo, podría estar condicionada por la muerte celular de los 
macrófagos. A diferencia de lo observado en procesos infecciosos por especies lisas de 
Brucella, estas cepas mutantes rugosas causan muerte celular de las células fagocíticas 
por procesos de apoptosis, oncosis o necrosis, lo que conlleva que sean liberadas 
tempranamente al medio extracelular y destruidas por diferentes mecanismos 
bactericidas (Gross et al., 2000; Fernández-Prada et al., 2003; Pei and Ficht, 2004; Pei 
et al., 2006; Pei et al., 2008b; Chen and He, 2009). Los mecanismos y genes 
responsables de esta citotoxicidad todavía no han sido identificados, aunque se han 
encontrado evidencias que indican que es dependiente del Sistema de Secreción de Tipo 
IV (T4SS) y que requiere la existencia de una síntesis proteica activa por parte de la 
bacteria (Pei et al., 2006; Pei et al., 2008b).  
Por último, otra característica diferencial que se ha observado que presentan 
estas cepas mutantes rugosas y que afecta negativamente a su supervivencia 
Introducción………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
16 
intracelular, es la capacidad que poseen para inducir una fuerte activación de los 
macrófagos, puesta en evidencia por la producción de distintas citoquinas inflamatorias y 
de óxido nítrico que incrementan su actividad bactericida (Rittig et al., 2003; Pei et al., 
2008a; Lacerda et al., 2010; Surendran et al., 2010).  
 
2.2 Proteínas de la membrana externa mayoritarias del género Brucella.  
 
2.2.1 Una introducción general. 
 
Las proteínas de membrana externa (PMEs) del género Brucella fueron 
inicialmente estudiadas debido al fuerte potencial que presentaban como antígenos 
inmunogénicos y protectores. Así, a primeros de los años 80, se identificaron las 
primeras PMEs a partir de fracciones insolubles de dodecil sulfato de sodio (SDS-I) de la 
pared celular de B. abortus 99 (Dubray and Bézard, 1980; Dubray and Charriaut, 1983). 
En ellas se observó la presencia de dos PMEs mayoritarias, las cuales se encontraban 
estrechamente asociadas al péptidoglucano, siendo necesaria una digestión con lisozima 
para separarlas de él (Dubray and Bézard, 1980). Estas dos proteínas, con una masa 
molecular aparente de 25 - 27 y 36 - 38 kDa, fueron posteriormente de nuevo 
identificadas por Verstreate et al. en 1982 mediante extracciones con otros detergentes. 
Se designaron entonces dos grupos de proteínas mayoritarias: el grupo 2 constituido por 
las proteínas de 36 - 38 kDa y el grupo 3, constituido por las de 25 - 27 kDa. 
Adicionalmente, se creó también el grupo 1, en el cual se incluyeron proteínas que 
presentaban una abundancia minoritaria en la composición de la membrana externa, con 
una masa molecular aparente de  89 – 94 kDa (Verstreate et al., 1982). 
Los genes omp2a y omp2b, que codifican las PMEs del grupo 2, fueron los 
primeros en ser clonados y secuenciados (Ficht et al., 1988; Ficht et al., 1989). Se ha 
visto que estos dos genes, orientados en direcciones opuestas, se encuentran ubicados 
muy cercanos en el genoma de Brucella (separados únicamente por 900 pb), 
presentando además un alto grado de identidad entre ellos (>85 %) (Ficht et al., 1989). 
Ambos genes han sido muy útiles en la tipificación molecular por PCR-RFLP (reacción en 
cadena de la polimerasa-polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción) de 
diferentes especies y biovariedades de Brucella, ya que poseen un cierto grado de 
polimorfismo debido, al menos en parte, a un fenómeno de conversión génica entre los 
dos genes homólogos (Ficht et al., 1996; Ficht et al., 1990; Cloeckaert et al., 1995a; 
Cloeckaert et al., 1996a; Vizcaíno et al., 2000; Paquet et al., 2001; Cloeckaert et al., 
2001; Cloeckaert et al., 2002). Hasta el momento, y a pesar de que se ha conseguido la 
expresión de los dos genes en E. coli, en Brucella spp. solamente se ha podido detectar 
el producto de omp2b: una proteína con actividad porina de 36 kDa, siendo la única 
constituyente del grupo 2 de las PMEs (Douglas et al., 1984; Ficht et al., 1989; Marquis y 
                                                                                                                                       Introducción 
17 
Ficht, 1993; Cloeckaert et al., 1995b). 
En lo que se refiere al grupo 3 de PMEs, aparte de la inicialmente descubierta en 
B. abortus (Dubray and Bézard, 1980) y hoy conocida como Omp25 (de Wergifosse et 
al., 1995), se incluyó en él, otro miembro identificado a partir de fracciones SDS-I de     
B. melitensis B115. Esta PME, mayoritaria y con una masa molecular aparente de 31 – 
34 kDa, se encuentra también fuertemente asociada al péptidoglucano (Cloeckaert et al., 
1992b; Cloeckaert et al., 1995b; Vizcaíno et al., 1996; Cloeckaert et al., 2002). Además 
se ha observado que posee la capacidad de formar oligómeros resistentes a la 
desnaturalización por dodecil sulfato de sodio (SDS) a bajas temperaturas, por lo que se 
ha sugerido que podía tratarse de una porina, ya que esta característica se ha descrito en 
varias proteínas bacterianas de este tipo (Vizcaíno et al., 1996). Actualmente, esta PME 
se conoce como Omp31 (Vizcaíno et al., 1996). 
Se ha observado que estas proteínas mayoritarias, cuando son sometidas a 
electroforesis en geles de acrilamida y Western Blot, presentan una variación en la masa 
molecular aparente y muestran un perfil de bandas múltiples. La causa de este fenómeno 
todavía no ha podido ser clarificada, aunque se ha relacionado con la unión de las 
proteínas a subunidades de péptidoglucano de diferentes tamaños (Sowa et al., 1991; 
Cloeckaert et al., 1992b), con la formación de oligómeros (Vizcaíno et al., 1996) que 
puedan modificar su punto isoeléctrico (Connolly et al., 2006) y con la fase de 
crecimiento en la que se encuentre la bacteria (Gallot-Lavallée et al., 1995). En el caso 
de la proteína Omp25, se han encontrado indicios de que podría tratarse de una 
glicoproteína, por lo que el perfil múltiple de bandas podría deberse a una 
heterogeneidad en la parte oligosacarídica.  
Por otra parte, tanto Omp25 como Omp31, poseen un cierto grado de homología 
con otras proteínas de microorganismos incluidos también en las α-proteobacterias. Así, 
Omp25 y Omp31 presentan un porcentaje de identidad cercano al 40 % con la proteína 
RopB (Roest et al., 1995a; Roest et al., 1995b; Vizcaíno et al., 1996), un miembro de la 
familia de PMEs RopB, recientemente caracterizada en Rhizobium leguminosarun 
(Foreman et al., 2010). Además, también se ha observado que la proteína Omp31 
muestra alrededor de un 32 % de identidad con HbpA, la cual pertenece a la familia de 
proteína fijadoras de hemina Hbp de Bartonella quintana (Carroll et al., 2000; Minnick et 
al., 2003). Debido a esto, se han realizado diversos estudios en los cuales se ha 
comprobado que la proteína Omp31 de B. suis posee una cierta capacidad para unir 
hemina, y que la expresión del gen que la codifica, se induce cuando la bacteria se 
cultiva en condiciones con limitación de hierro (Delpino et al., 2006). 
En la última década, tras la publicación de la secuenciación de los genomas de 
varias cepas de Brucella, tales como B. melitensis 16M (DelVecchio et al., 2002), B. suis 
1330 (Paulsen et al., 2002) o B. abortus 9-941 (Chain et al., 2005), se descubrió la 
existencia de cinco genes que codificaban proteínas homólogas a las dos PMEs del grupo 
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3 previamente mencionadas (Salhi et al., 2003; Vizcaíno et al., 2004). En la actualidad, 
estas cinco proteínas denominadas Omp31b, Omp25b, Omp25c, Omp25d y Omp22, 
junto con Omp25 y Omp31, constituyen la familia de PMEs Omp25/Omp31 (Salhi et al., 
2003; Vizcaíno et al., 2004). Tanto las proteínas que componen dicha familia, como los 
genes que las codifican, han sido objeto de numerosos estudios que, como se expone en 
el siguiente apartado, han demostrado su relevancia en distintos aspectos. 
 
2.2.2 Características de las proteínas de membrana externa que 
componen la familia Omp25/Omp31.  
 
El análisis de la secuencia de aminoácidos que poseía cada componente, reveló el 
porcentaje de identidad existente entre las siete proteínas que conforman esta familia. 
Así, Omp25 y Omp31 presentan un 34 %; Omp25b, Omp25c y Omp25d, un 56 - 58 % 
entre ellas y aproximadamente un 40 % con Omp25; Omp31 y Omp31b, un 67 % entre 
sí y un 30 % respecto a Omp25 y finalmente, Omp22 (también conocida como Omp3b) 
muestra alrededor de un 25 % de identidad con las proteínas Omp25 y Omp31, siendo la 
menos relacionada con los otros miembros (Salhi et al., 2003; Vizcaíno et al., 2004). Se 
ha comprobado además que todas ellas presentan características típicas de proteínas que 
son transportadas hasta la membrana externa de bacterias Gram negativas, como un 
residuo fenilalanina en su extremo C-terminal y un motivo común en el extremo N-
terminal (AXAAD), correspondiente al punto de corte del péptido señal (Struyvé et al., 
1991; Pugsley, 1993; Salhi et al., 2003; Vizcaíno et al., 2004). 
 
• Utilidad como antígenos de diagnóstico y vacunas subcelulares. 
 
Como ya se ha indicado previamente, uno de los principales inconvenientes que 
presentan las cepas lisas vacunales atenuadas de Brucella que se emplean actualmente 
para la profilaxis de la enfermedad, es que inducen la producción de anticuerpos frente al 
S-LPS en el animal vacunado. Este hecho imposibilita la diferenciación entre los animales 
vacunados y los infectados por cepas lisas de Brucella mediante el diagnóstico serológico 
tradicional, ya que éste se basa en la detección de anticuerpos anti-LPS generados 
durante el proceso de infección. Por ello, una posible alternativa para evitar dicho 
problema, sería el desarrollo de nuevas pruebas de diagnóstico que se fundamenten en 
antígenos que no desencadenen una respuesta inmune en el animal vacunado. Por la 
localización que presentan, las PMEs mayoritarias de Brucella spp. son unas buenas 
candidatas para suplir este papel, y para además, constituir posibles antígenos 
protectores que permitan la obtención de nuevas vacunas subcelulares recombinantes 
más específicas y sin los inconvenientes que presentan las vacunas actuales. 
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En las últimas décadas, se han realizados diversos estudios que han puesto de 
manifiesto la escasa relevancia que presentan las PMEs como antígenos protectores y de 
diagnóstico frente a infecciones producidas por cepas lisas de Brucella. Se ha sugerido 
que probablemente, esto se deba a que las cadenas polisacarídicas O del S-LPS 
enmascaran las PMEs, dificultando tanto la generación de una respuesta inmune 
específica frente a ellas como su accesibilidad a los anticuerpos (Cloeckaert et al., 1990; 
Cloeckaert et al., 1991; Jacques et al., 1992; Bowden et al., 1995a; Bowden et al., 
1998; Guilloteau et al., 1999; Vizcaíno et al., 2001b). Por el contrario, en las cepas 
rugosas de Brucella, tales como B. ovis y B. canis, este problema no se presenta ya que 
su LPS carece de cadenas O, por lo que las PMEs, al estar expuestas en la superficie 
bacteriana, pueden tener un papel más importante como antígenos para el diagnóstico 
serológico y desarrollo de vacunas más específicas. 
Dentro de las proteínas mayoritarias del género Brucella, la más estudiada en 
este campo ha sido la proteína Omp31, perteneciente a la familia de PMEs 
Omp25/Omp31. Así, investigaciones realizadas mediante el empleo de la técnica de 
Western Blot y proteínas recombinantes, han revelado que la proteína Omp31 de B. ovis 
podría constituir un buen antígeno de diagnóstico frente a las infecciones causadas por 
esta especie rugosa en carneros (Kittelberger et al., 1998; Vizcaíno et al., 2001b). En 
contraste, la proteína Omp31 recombinante de B. melitensis no ofreció tan buenos 
resultados, probablemente debido a las diferencias antigénicas que existen entre ambas 
proteínas, puestas de manifiesto mediante reactividad con anticuerpos (Vizcaíno et al., 
2001b). Por otra parte, el interés que ofrecía la proteína Omp31 como un antígeno 
protector frente a B. ovis, fue inicialmente estudiado mediante inmunización pasiva de 
ratones con un AcM frente a esta proteína (Bowden et al., 1995b; Bowden et al., 2000). 
Posteriormente, se demostró que la proteína recombinante Omp31 de B. melitensis, sola 
o asociada con R-LPS, inducía protección frente a la infección causada por B. ovis en 
ratón (Estein et al., 2003). Además se ha observado que dicha proteína genera una 
respuesta inmune específica humoral y celular en carneros, aunque todavía no se ha 
demostrado que sea capaz de proteger frente a la infección por B. ovis, tal y como 
sucede en ratón (Estein et al., 2004). También se ha probado una vacuna de ADN basada 
en el gen omp31 en ratón, y se ha observado que a pesar de que induce una respuesta 
inmune humoral baja, genera una importante respuesta T-citotóxica específica que 
protege frente a la infección por B. ovis e incluso, por la cepa lisa B. melitensis H38S 
(Cassataro et al., 2005a; Gupta et al., 2007). En los últimos años, se han llevado a cabo 
diversas investigaciones enfocadas a mejorar la capacidad protectora de dicha vacuna de 
ADN. Así, se ha comprobado que la utilización como vacuna de una quimera compuesta 
por la enzima lumazina sintasa de Brucella (una proteína altamente inmunogénica) y por 
el epítopo de reconocimiento de 36 aminoácidos presente en la parte mas hidrofilica de la 
proteína Omp31 (Vizcaíno et al., 1996; Vizcaíno et al., 2001b), es más eficaz frente a la 
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infección por B. melitensis y B. ovis en ratón, e incluso, por ésta última en carneros 
(Cassataro et al., 2005b; Cassataro et al., 2007a; Cassataro et al., 2007b; Estein et al., 
2009). También mediante el empleo de una vacuna de ADN, se han obtenido datos que 
señalan una posible actividad protectora de la proteína Omp25 frente a la infección por B. 
melitensis 16M en ratón (Commander et al., 2007). 
 
• Polimorfismo de ADN. 
 
Tras la descripción del género Brucella como monoespecífico mediante los análisis 
de hibridación ADN –ADN llevados a cabo (Verger et al., 1985; Verger et al., 1987), se 
han realizado numerosos estudios encaminados a encontrar marcadores moleculares 
estables capaces de diferenciar las seis especies clásicas del género y sus biovariedades. 
Esta diferenciación molecular resulta muy importante para la caracterización de aislados 
de Brucella y descripción de nuevas especies ya que es más sensible, reproducible, 
rápida y específica que las pruebas fenotípicas realizadas tradicionalmente. En este 
aspecto, los genes de la familia omp25/omp31, al igual que los genes omp2a y omp2b, 
han sido de gran utilidad debido al polimorfismo que presentan (Cloeckaert et al., 1995a; 
Vizcaíno et al., 1997; Vizcaíno et al., 1999; Cloeckaert et al., 2001; Vizcaíno et al., 
2004).  
Diversos estudios de polimorfismo de ADN han demostrado que, a pesar de que 
los genes de la familia omp25/omp31 se encuentran bastante conservados dentro del 
género Brucella, existen pequeñas variaciones entre las especies que repercuten de 
manera importante en las proteínas que codifican (Vizcaíno et al., 2000; Vizcaíno et al., 
2004). Así, se ha descubierto que la proteína Omp31 no se sintetiza en ninguna de las 
cepas de referencia de las distintas biovariedades de B. abortus debido a una deleción en 
su ADN de 25 kb (Vizcaíno et al., 1997; Vizcaíno et al., 1999; Vizcaíno et al., 2001a) que 
involucra al gen omp31 y también, a otros 22 genes hipotéticos, homólogos a genes 
implicados en la síntesis de un polisacárido en otras bacterias (Vizcaíno et al., 1999; 
Vizcaíno et al., 2001a). Además se ha comprobado que B. ovis posee 9 sustituciones 
nucleotídicas con respecto al gen omp31 de B. melitensis, que hacen que la proteína que 
codifica se diferencie en 7 aminoácidos de la Omp31 de B. melitensis (Vizcaíno et al., 
2001b). Este hecho conduce a la existencia de diferencias antigénicas entre las dos 
proteínas, las cuales podrían implicar también, una distinta inmunogenicidad de ambas 
en el transcurso de la infección. Algo similar se ha descrito para la proteína Omp25; se 
ha demostrado que el gen omp25 de B. ovis porta una deleción de 36 pb en la región 
terminal 3’, la cual, también modifica las propiedades antigénicas que presenta la 
proteína Omp25 con respecto a la perteneciente a B. melitensis (Cloeckaert et al., 
1996b). Además, se ha observado mediante Western Blot, que dicha deleción causa una 
disminución de cerca de 1 kDa en la masa aparente de la proteína Omp25 de B. ovis, 
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reflejada en la aparición de una banda de 24 kDa en lugar de la de 25 kDa 
correspondiente a la misma proteína de B. melitensis (Cloeckaert et al., 1996b). 
En cuanto al resto de los componentes de la familia de proteínas de membrana 
externa Omp25/Omp31, poco es lo que se conoce de ellas, aunque las cinco PMEs han 
sido detectadas experimentalmente en al menos, una especie de Brucella. Así, Omp31b 
ha sido identificada en B. abortus y en B. suis (Salhi et al., 2003; Connolly et al., 2006); 
Omp25b en B. melitensis y B. suis (Wagner et al., 2002; Salhi et al., 2003; 
Eschenbrenner et al., 2006), Omp25c en B. melitensis, B. abortus y B. suis (Wagner et 
al., 2002; Salhi et al., 2003; Connolly et al., 2006) y Omp22 en B. abortus (Guzmán-
Verri et al., 2002; Connolly et al., 2006). En el caso de la proteína Omp25d, su detección 
ha resultado ser más complicada, teniéndose solamente indicios de su producción en     
B. suis (Salhi et al., 2003). Sin embargo, hasta el momento, todavía no existe ningún 
trabajo enfocado específicamente al análisis de la presencia de cada una de las PMEs que 
componen esta familia en las diferentes especies de Brucella. 
La realización de un trabajo por parte de nuestro grupo dirigido a estudiar el 
polimorfismo de ADN de la familia de genes omp25/omp31, ha conseguido ofrecer una 
información adicional sobre la distribución de estas otras cinco PMEs en el género 
Brucella. Este estudio reveló que los genes que las codifican se encuentran bastante 
conservados en este género, aunque presentan algunas diferencias importantes entre 
especies con implicaciones en la proteína codificada (Vizcaíno et al., 2004). Entre éstas, 
destacan: 
- La existencia de una deleción de 232 pb en el extremo 5’ terminal del gen 
omp31b de B. melitensis, que elimina tanto el sitio de unión al ribosoma como el codón 
de inicio de la traducción de la proteína, impidiendo probablemente que se sintetice la 
proteína Omp31b en esta especie. Además, tanto en B. ovis como en B. canis, debido a 
una sustitución nucleotídica, el gen omp31b presenta un codón prematuro de parada de 
la traducción que acorta la proteína y que hace que, probablemente, la proteína Omp31b 
no se localice en la membrana externa de estas dos especies al perderse el residuo 
fenilalanina terminal presente en las PMEs y que es esencial para una correcta 
translocación de la proteína (Struyvé et al., 1991).  
- El hallazgo de una deleción de 15 kb en B. ovis que incluye a omp25b, por lo 
que esta proteína no se hallaría presente en la membrana externa de esta especie rugosa 
(Vizcaíno et al., 2004). Además, en este estudio se pudo observar que esta deleción 
afectaba también a otra serie de genes, entre los que se encontraban wboA y wboB, 
implicados en la síntesis de las cadenas polisacarídicas O del lipopolisacárido (McQuiston 
et al., 1999; Vemulapalli et al., 2000; González et al., 2008). Esto explicaría el fenotipo 
rugoso que presenta B. ovis, sin embargo, la presencia de estos dos genes en la bacteria 
mediante complementación, no confirió el fenotipo liso a esta especie (Vizcaíno et al., 
2004). Por tanto, otros genes involucrados en la síntesis del lipopolisacárido en fase lisa 
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se hallan defectuosos o ausentes en B. ovis, tal y como se ha demostrado recientemente 
(Zygmunt et al., 2009). Adicionalmente, se ha señalado que este fragmento de ADN que 
se encuentra delecionado en B. ovis, podría tratarse de una isla genómica, ya que 
cumple las características descritas para las mismas (Hentschel and Hacker, 2001; 
Rajashekara et al., 2004; Vizcaíno et al., 2004; Rajashekara et al., 2008). Así, se ha 
sugerido que esta isla genómica podría haber sido adquirida por el ancestro común de 
Brucella mediante transferencia horizontal, y posteriormente, haberse delecionado en    
B. ovis (Vizcaíno et al., 2004). 
- Por otro lado, en B. abortus, B. canis y en algunas cepas aisladas de mamíferos 
marinos, se detectó la presencia de una inserción o una deleción de un nucleótido en el 
gen omp25b, que hace que la proteína sintetizada sea significativamente más corta y que 
además, pierda el residuo fenilalanina C- terminal necesario para ser exportada a la 
membrana externa (Struyvé et al., 1991). Por ello, no se espera la presencia de la 
proteína Omp25b en la membrana de dichas cepas. En algunas cepas aisladas de 
cetáceos, se observó incluso, una inversión de un fragmento de ADN de 1747 pb en la 
zona donde se ubica el gen omp25b y que también provocaría en estas cepas, la síntesis 
de una Omp25b truncada y posiblemente no funcional. 
- En cuanto a los genes omp25c, omp25d y omp22, se vio que estaban bastante 
conservados en este género, por lo que se espera que las PMEs que codifican se 
encuentren formando parte de la membrana externa de las seis especies clásicas de 
Brucella y de cepas procedentes de mamíferos marinos, con la excepción quizás, de la 
ausencia de Omp22 en algunas cepas aisladas de cetáceos (Vizcaíno et al., 2004). 
Por último, cabe señalar que, en los últimos años se han llevado a cabo diversos 
estudios de polimorfismo que incluyen los genes que componen la familia omp25/omp31, 
y que han permitido el hallazgo de marcadores específicos que permiten identificar 
mediante PCR múltiple, las seis especies clásicas del género Brucella, e incluso también, 
las nuevas especies descritas recientemente (García-Yoldi et al., 2005; García-Yoldi et 
al., 2006; Dawson et al., 2008; López-Goñi et al., 2008; Mayer-Scholl et al., 2010). 
 
• Implicación en la virulencia. 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, las PMEs se encuentran expuestas en 
la superficie de la bacteriana y entran en contacto directo con las células y los efectores 
de la respuesta inmune del organismo hospedador, por lo que también son unas buenas 
candidatas a ser importantes factores de virulencia de las especies de Brucella. Por tanto, 
su estudio dentro de este campo es de gran interés, ya que puede proporcionar un 
conocimiento más amplio sobre los mecanismos de virulencia empleados por este 
género, que podría además, permitir el desarrollo de nuevas vacunas atenuadas mejores 
a las existentes actualmente. 
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En los últimos años se han llevado a cabo varias investigaciones con el objeto de 
determinar la influencia que ejercen las PMEs de la familia Omp25/Omp31 en la 
virulencia del género Brucella. Así, por ejemplo, se ha observado que cepas mutantes de 
B. melitensis, B. abortus y B. ovis que no sintetizan la proteína Omp25, se encuentran 
atenuadas en ovejas (B. melitensis), en cabras (B. abortus) y en ratón (todas ellas) 
(Edmonds et al., 2001; Edmonds et al., 2002a; Edmonds et al., 2002b). Hasta el 
momento no se conoce con exactitud la razón de esta atenuación, pero podría estar 
relacionada con el hecho de que se ha demostrado que la proteína Omp25 de B. suis se 
encuentra involucrada en la inhibición de la producción de TNFα por parte de macrófagos 
humanos (Jubier-Maurin et al., 2001). De acuerdo con esto, en infecciones causadas por 
cepas mutantes Δomp25, las células inmunes llevarían a cabo una completa síntesis de 
esta citoquina proinflamatoria y se activarían correctamente los mecanismos 
antibacterianos de defensa del organismo hospedador, los cuales podrían ser 
responsables de la atenuación mostrada por estos mutantes de Brucella. Asimismo, 
también se ha comprobado que la proteína Omp25 está implicada en la permeabilidad de 
B. suis en medio ácido, el cual, es necesario para que esta bacteria inicie con éxito el 
parasitismo intracelular (Boigegrain et al., 2004). Por otra parte, se ha observado que en 
cepas mutantes de B. abortus 2308 en el sistema regulador de dos componentes 
bvrB/bvrS que se hallan atenuadas (Sola-Landa et al., 1998), se expresa menos el gen 
omp25 y la proteína Omp25 prácticamente no se sintetiza (Guzmám-Verri et al., 2002; 
Viadas et al., 2010). Por ello, se ha sugerido que la reducción de la virulencia de estos 
mutantes podría ser debida, al menos en parte, a la ausencia de esta proteína en la 
bacteria. Sin embargo, resultados obtenidos en otros estudios han demostrado que cepas 
de B. abortus 2308 y B. ovis PA que portan el gen omp25 inactivado, no se encuentran 
atenuadas en ratón (Caro-Hernández et al., 2007; Manterola et al., 2007), lo que 
descarta la implicación de la proteína Omp25 en la virulencia de estas cepas. 
En cuanto a la otra proteína mayoritaria que compone esta familia de PMEs, 
Omp31, se sabe que no es necesaria para la virulencia de B. abortus, ya que en esta 
especie no está presente el gen que la codifica debido a una deleción en su genoma. 
Vizcaíno et al., 1997; Vizcaíno et al., 1999; Vizcaíno et al., 2001a). Asimismo, se ha 
demostrado que tampoco afecta a la virulencia de la cepa vacunal B. melitensis Rev1 en 
ratón (Cloeckaert et al., 2004), aunque cabe destacar que dicha cepa presenta niveles de 
la proteína Omp31 inferiores a los observados en la cepa parental de la que procede, por 
lo que no puede descartarse que este hecho esté relacionado con la atenuación de esta 
cepa (Eschenbrenner et al., 2002). Por otro lado, también se ha comprobado en nuestro 
laboratorio, que la ausencia de esta proteína en la membrana externa de la cepa B. ovis 
PA, a pesar de que reduce en un logaritmo los niveles máximos de colonización esplénica 




En contraste, se ha demostrado que la inactivación de los genes omp25d y omp22 
en B. ovis PA provoca una fuerte atenuación de la virulencia de esta cepa naturalmente 
rugosa en ratón (Caro-Hernández et al., 2007). Así, la cepa mutante Δomp22 presentó 
unos niveles muy bajos de colonización esplénica en la primera semana post-infección 
(p.i.), siendo completamente eliminada del bazo en la segunda semana p.i., mientras 
que el mutante Δomp25 no se detectó a partir de la tercera semana p.i. (Caro-Hernández 
et al., 2007). El hecho de que ambos mutantes mostraran defectos en su membrana 
externa menores o iguales a los observados en otras cepas mutantes en genes de la 
misma familia que no se estaban atenuadas (Caro-Hernández et al., 2007) hace pensar 
que las proteínas Omp25d y Omp22 podrían estar directamente involucradas en la 
virulencia de B. ovis PA, pudiendo tener un papel importante en la penetración y/o en la 
multiplicación de este microorganismo en las células hospedadoras. Por el contrario, en el 
caso de los mutantes de B. abortus 2308 en el sistema regulador de dos componentes 
bvrR/bvrS (Sola-Landa et al., 1998) mencionados anteriormente, a pesar de que se ha 
observado que tampoco sintetizan la proteína Omp22 (Guzmán-Verri et al., 2002) y que 
se ha llegado a pensar que su ausencia podría estar relacionada con la atenuación que 
muestran dichas cepas en ratón, no se ha podido demostrar su implicación en la 
virulencia de esta cepa lisa (Manterola et al., 2007). 
 
2.3 Otros factores de virulencia de Brucella spp.. 
 
2.3.1 El Sistema de Secreción de Tipo IV.  
 
El Sistema de Secreción de Tipo IV (T4SS) es un complejo multiproteico situado 
en la membrana de los microorganismos, cuya función principal es la de secretar 
macromoléculas al exterior. Se ha observado que este sistema se encuentra presente en 
patógenos Gram negativos, como Agrobacterium tumefaciens, Bordetella pertussis, 
Helicobacter pylori o Legionella pneumophila, en los cuales interviene transfiriendo 
moléculas de ADN, toxinas o proteínas efectoras desde el patógeno bacteriano a las 
correspondientes células hospedadoras (Ward et al., 1988; Weiss et al., 1993; Berger 
and Christie, 1994; Andrews et al., 1998; Segal et al., 1998; Backert et al., 2000; 
Odenbreit et al., 2000; Schulein and Dehio, 2002). El T4SS mejor estudiado hasta el 
momento es el perteneciente a A. tumefaciens. Está formado por 11 proteínas que se 
disponen de la siguiente manera: VirB6-VirB10 forman un núcleo poroso en el espacio 
periplásmico que atraviesa las dos membranas de la envuelta celular (Christie et al., 
2005); por encima de él, mayoritariamente subunidades de VirB2 y VirB5, conforman 
una estructura en la superficie de la bacteria mediante la cual ésta se pone en contacto 
con la célula hospedadora (Christie et al., 2005); las proteínas VirB4 y VirB11, junto con 
VirD4 localizada en el citoplasma, son las que proporcionan la energía suficiente al 
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sistema para que ejerza su función biológica, ya que son NTPasas (Watarai et al., 2002c; 
Atmakuri et al., 2004); Virb3 parece ser una proteína de membrana interna cuyo 
extremo C- terminal reside en el citoplasma y que participa en la unión de las 
subunidades VirB2 y VirB5 (Yuan et al., 2005; Mossey et al., 2010); y finalmente, VirB1 
es una proteína que presenta actividad lítica transglicosilasa que probablemente sea 
utilizada para facilitar el ensamblaje de los componentes del sistema T4SS mediante 
degradación del péptidoglucano (Baron et al., 1997; Chumakov y Kurbanova, 1998; 
Höppner et al., 2004; Zahrl et al., 2005) (Figura 4). 
En el género Brucella, la presencia del T4SS se detectó inicialmente en B. suis al 
identificarse en un mutante atenuado de esta cepa, las secuencias cromosómicas que se 
habían visto interrumpidas por inserción de un transposón. Así, se vio que éstas 
contenían genes homólogos a virB9 y virB10 de Agrobacterium tumefaciens (O’Callaghan 
et al., 1999). Actualmente se sabe que el T4SS de Brucella spp. se encuentra codificado 
por el operón virB, el cual está formado por 12 genes (virB1 a virB12) que se transcriben 
a partir de un único promotor localizado delante de virB1 (Boschiroli et al., 2002). En el 
caso de Brucella spp., se ha observado que la NTPasa VirD4 no se encuentra formando 
parte de su T4SS. Sin embargo, a cambio de la pérdida de un homólogo de esta proteína, 
este género presenta un gen extra en el operón: virB12. Se ha observado que éste 
codifica una proteína que presenta un motivo consenso de lipoproteínas y la secuencia 
señal para ser exportada a la membrana externa del microorganismo (Boschiroli et al., 
2002). 
Hasta el momento, existen evidencias genéticas y bioquímicas que indican que el 
T4SS del género Brucella realiza una función similar a la que lleva a cabo el de Legionella 
pneumophila; secretar proteínas efectoras a la célula hospedadora que alteran el tráfico 
intracelular de la bacteria (Shin and Roy, 2008). Recientemente se han identificado 
posibles proteínas efectoras secretadas por el T4SS de B. abortus 2308, como una 
chaperona (Dnak), una peptidil-prolil isomerasa (PPIasa), una coloil-glicina hidrolasa 
(CGH) y dos proteínas designadas como VceA y VceC (ésta última secretada también por 
B. suis 1330) (de Jong et al., 2008; Delpino et al., 2009). Aunque se desconoce la 
función biológica que poseen estas moléculas efectoras transportadas por esta 
maquinaria, se ha demostrado que la expresión del operón virB es necesaria para que se 
lleven a cabo las asociaciones entre las BCVs y el retículo endoplasmático, esenciales 
para el desarrollo del fagosoma replicativo (Comerci et al., 2001; Delrue et al., 2001; 
Celli et al., 2003). Así, se ha comprobado que las vacuolas que transportan cepas 
mutantes en este operón de estirpes lisas de Brucella (B. melitensis, B. abortus y B. suis) 
no interactúan con el retículo endoplasmático y se fusionan con los lisosomas, 
degradándose la bacteria en los fagolisosomas resultantes (Comerci et al., 2001; Delrue 
et al., 2001; Celli et al., 2003; Starr et al., 2008). De acuerdo con estos resultados, se 
ha observado una marcada atenuación de estas cepas mutantes en comparación con las 
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cepas parentales correspondientes, tanto en cultivos celulares de macrófagos 
(O’Callaghan et al., 1999; Foulongne et al., 2000; Watarai et al., 2002a; Paschos et al., 
2006; Rajashekara et al., 2006), de células Hela (O’Callaghan et al., 1999; Foulongne et 
al., 2000; Sieira et al., 2000; Kim et al., 2003) y de células dendríticas (Billard et al., 
2005; Salcedo et al., 2008), como en los modelos animales, ratón (Hong et al., 2000; 
Sieira et al., 2000; Kahl-McDonagh y Ficht, 2006; Rajashekara et al., 2006) y cabra 
(Kahl-McDonagh et al., 2006; Zygmunt et al., 2006). Estos estudios parecen indicar 
además, que virB1, virB7 y virB12 son los genes menos esenciales para la virulencia del 
género Brucella (den Hartigh et al., 2004; Sun et al., 2005; den Hartigh et al., 2008).  
Por otra parte, se ha identificado en B. suis una proteína periplásmica 
denominada BvfA que aparte de ser necesaria para la virulencia de la bacteria (Lavigne 
et al., 2005), se ha observado que el gen que la codifica muestra un patrón de regulación 
similar al de los genes virB, expresándose cuando se produce la acidificación dentro de la 
vacuola. Aunque se desconoce en la actualidad la función que lleva a cabo, este hecho 
hace pensar que se encuentra involucrada en el establecimiento del nicho de replicación 
intracelular de Brucella (Lavigne et al., 2005). 
 Finalmente, algunos trabajos han señalado que el operón virB podría estar 
también involucrado en la entrada de las estirpes lisas de Brucella en los macrófagos a 
través de la vía mediada por los “lípidos rafts” (Kim et al., 2002; Watarai et al., 2002a; 
Watarai et al., 2002b). Sin embargo, la obtención de otras evidencias experimentales 
contradictorias, ponen en duda la implicación del sistema T4SS en este proceso (Porte et 
al., 2003; Celli y Gorvel, 2004). Por el contrario, sí está totalmente aceptado que este 
sistema desempeña un papel importante en la citotoxicidad que muestran mutantes 






Figura 4. Modelo 
estructural hipotético del 
Sistema de Secreción de 
Tipo IV (T4SS) de 
Agrobacterium 
tumefaciens. Este sistema 
transportador se halla 
compuesto por 11 proteínas 
codificadas por el operón 
virB (VirB1-VirB11) y por la 
proteína VirD4 codificada 
por el operón virD. Esquema 
tomado y modificado de 
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2.3.2 Sistemas de regulación de la expresión génica en Brucella 
spp.. 
 
Diversos estudios han revelado la existencia de varios sistemas de regulación de 
la expresión génica de Brucella spp. implicados en la respuesta adaptativa de la bacteria 
a un ambiente intracelular. Entre éstos destacan: la respuesta frente a un estrés 
nutricional, el denominado proceso “quórum sensing” y los sistemas de regulación de dos 
componentes. 
 
• Respuesta frente al estrés nutricional. 
 
Durante el tránsito intracelular que realizan las estirpes lisas de Brucella desde 
que son fagocitadas hasta la BCV replicativa, el patógeno permanece en vacuolas 
caracterizadas por tener un pH ácido y una baja disponibilidad de nutrientes. Se ha 
demostrado que estas dos condiciones ambientales a las que se ve sometida la bacteria, 
constituyen dos importantes estímulos que inducen la expresión génica del operón virB. 
Hasta el momento, todavía no ha sido elucidado el mecanismo por el cual se produce la 
transcripción de los genes virB al producirse una acidificación de las BCVs. Por el 
contrario, sí que se ha descrito una vía de regulación de la expresión génica de este 
operón mediada por la síntesis de pentafosfato de guanosina [(p)ppGpp] por la enzima 
Rsh. Parece ser que bajo condiciones de estrés nutricional, se produce a través de esta 
ruta, un incremento de la transcripción del denominado Factor de Integración del 
Hospedador (IHF), que a su vez, es responsable de activar la expresión génica de los 
genes virB (Boschiroli et al., 2002; Dozot et al., 2006; Rambow-Larsen et al., 2009) 
(Figura 5). 
Recientemente se ha descubierto en B. abortus un factor de transcripción 
denominado HutC que se une directamente al promotor del operón virB para activar su 
expresión (Sieira et al., 2010) (Figura 5). Se ha comprobado además, que este factor 
actúa también como un represor de los genes implicados en la ruta de la utilización de 
histidina, por lo que se ha postulado que mediante esta proteína, probablemente Brucella 
sea capaz de coordinar su propio metabolismo bajo condiciones de estrés nutricional con 
el desarrollo de respuestas adaptativas involucradas en  su capacidad de supervivencia 
intracelular (Sieira et al., 2010). 
 
• El sistema “quórum sensing”. 
 
Se ha demostrado que la comunicación entre los componentes de una población 
bacteriana es un proceso muy importante a la hora del establecimiento de interacciones 
simbióticas y patogénicas con el hospedador (Anand et al., 2003; Sánchez-Contreras et 
















de regulación global denominado “quórum sensing”, el cual permite la coordinación del 
comportamiento de una población bacteriana mediante un mecanismo de control de la 
expresión génica dependiente de la densidad celular (Miller and Bassler, 2001; Waters 
and Bassler, 2005). Fue descubierto por primera vez en el microorganismo Vibrio fischeri 
a finales de 1970 (Hastings and Nealson, 1977) y se ha observado que está basado en la 
síntesis, detección y respuesta a pequeñas moléculas difusoras, llamadas moléculas 
autoinductoras, y que normalmente son acil-homoserina-lactonas (A-HSLs) (Fuqua et al., 
2001; Camilli and Bassler, 2006). Una de estas A-HSLs, la denominada N-dodecanoil-
homoserina-lactona (C12-HSL), se ha logrado purificar en sobrenadantes de cultivos de 
B. melitensis (Taminiau et al., 2002). Sin embargo, el gen responsable de la producción 
de esta A-HSL (luxI) no se ha podido identificar en su genoma (Taminiau et al., 2002). 
Una posible explicación que se ha propuesto para ello, es la presencia en esta especie de 
otra sintetasa diferente que todavía permanece sin ser descubierta (Weeks et al., 2010). 
Por otra parte, las concentraciones de C12-HSL que se han logrado obtener in vitro, son 
muy bajas en comparación con la producción de esta molécula por otras bacterias. Se ha 
sugerido también, que este hecho podría tratarse de una estrategia de la bacteria para 
favorecer su supervivencia intracelular, ya que se ha descubierto que C12-HSL activa la 
síntesis de TNFα por parte de los macrófagos (Gomi et al., 2006). 
Hasta el momento, se han identificado en B. melitensis 16M, dos factores de 
transcripción que intervienen en este proceso “quórum sensing”: VjbR y BlxR (también 
llamado BabR) (Delrue et al., 2005; Rambow-Larsen et al., 2008), los cuales presentan 
un dominio de unión al ADN en el extremo C-terminal y otro dominio de unión 
homoserina-lactona en el extremo N-terminal (Rambow-Larsen et al., 2009). 
Se ha demostrado que VjbR es un factor transcripcional que activa la expresión 
de un gran número de genes que codifican desde proteínas de membrana externa, 

















Figura 5. Regulación de la 
expresión génica del operón 
virB en el género Brucella. En 
respuesta a diferentes estímulos 
ambientales intracelulares, la 
transcripción de los genes virB
es activada mediante diferentes 
sistemas reguladores (+) o 
reprimida por actuación de la 
feromona C12-HSL (-). En línea 
discontinua se muestran 
funciones o mecanismos que no 
han sido identificados hasta el 
momento. Esquema tomado y 
modificado de Rambow-Larsen
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biosíntesis del flagelo (Delrue et al., 2005; Uzureau et al., 2007; Uzureau et al., 2010; 
Weeks et al., 2010). Aunque se ha descrito que el género Brucella está compuesto por 
microorganismos no móviles, se ha observado que éstos poseen la capacidad genética 
para sintetizar un flagelo. De hecho, bajo ciertas condiciones de crecimiento en cultivo, 
se ha comprobado que B. melitensis 16M ensambla un orgánulo polar completo y móvil 
(Fretin et al., 2005). Aparte de VjbR, se ha identificado otra proteína denominada FctR, 
que podría intervenir también en la regulación de la biosíntesis de estos componentes 
estructurales flagelares a través de otras rutas (Leónard et al., 2007).  
Adicionalmente, varios estudios han revelado que el factor de transcripción VjbR 
también activa la expresión de los genes virB en B melitensis 16M (Delrue et al., 2005). 
Recientemente se ha identificado en el promotor del operón virB de esta cepa, una 
secuencia de 9 pb (GCCCCCTCA) que es reconocida específicamente por VjbR. Además, 
se ha observado que esta secuencia es idéntica a la mitad del motivo que constituye el 
sitio de unión de MrtR, un regulador de transcripción implicado en el proceso “quórum 
sensing” que controla la nodulación en el microorganismo Mesorhizobium tianshanense 
(Arocena et al., 2010). Asimismo, se ha comprobado que en el proceso “quórum sensing” 
de B. melitensis 16M, la C12-HSL se une al factor VjbR para mediar la represión de la 
expresión del operón virB (Uzureau et al., 2007) (Figura 5).  
Por otro lado, se ha sugerido también que VjbR podría corregular la expresión del 
operón virB junto con la de aquellos genes que codifican proteínas que son secretadas 
por el sistema T4SS. De hecho, se ha observado que vceA y vceC, que codifican dos 
proteínas descritas como secretadas por este sistema, presentan un motivo regulador 
para la unión de VjbR (de Jong et al., 2008). Todos estos datos, junto con la marcada 
atenuación en la virulencia que exhiben las cepas mutantes ΔvjbR de B. melitensis 16M 
en cultivos celulares y en ratón (Delrue et al., 2005; Arenas-Gamboa et al., 2008; 
Rambow-Larsen et al., 2008), señalan a VjbR como uno de los factores más importantes 
que regula factores involucrados en la virulencia del género Brucella. De hecho, se han 
incluido en el estudio de nuevas vacunas mejoradas, cepas mutantes en el gen que lo 
codifica (Arenas-Gamboa et al., 2008; Arenas-Gamboa et al., 2009). 
Finalmente, se ha observado que la proteína BlxR también se encuentra implicada 
en la regulación de numerosos genes involucrados en el metabolismo, virulencia y 
respuesta al estrés de B. melitensis 16M (Rambow-Larsen et al., 2008; Uzureau et al., 
2010). Sin embargo, su ausencia no causa una disminución de la capacidad de 
colonización esplénica de la bacteria en ratón (Rambow-Larsen et al., 2008). 
Recientemente se ha comprobado mediante diversos estudios de expresión génica que 
VjbR y BlxR que no llevan a cabo funciones redundantes en el microorganismo ya que 
forman parte de dos circuitos de regulación transcripcional implicados en la adaptación 
de Brucella sp. a diferentes ambientes durante el periodo de infección (Rambow-Larsen 
et al., 2008; Uzureau et al., 2010; Weeks et al., 2010). 
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• Sistemas reguladores de dos componentes. 
 
 Los sistemas de dos componentes son el mecanismo predominante para la 
transducción de señales en bacterias y están típicamente compuestos por una proteína 
histidina quinasa sensora y un factor de regulación de la expresión génica. Mediante la 
utilización de estos sistemas, la bacteria es capaz de ajustar individualmente la 
transcripción de ciertos genes en respuesta a un estímulo ambiental. En el género 
Brucella se ha detectado la presencia potencial de más de 20 sistemas de dos 
componentes mediante el análisis de su genoma, sin embargo pocos son los que han sido 
confirmados y descritos hasta el momento (Rambow-Larsen et al., 2009). 
El análisis de diversas cepas mutantes de B. abortus 2308 que mostraban una 
reducida resistencia al péptido catiónico polimixina B, condujo al descubrimiento en este 
género del denominado sistema regulador de dos componentes BvrR/BvrS (Sola-Landa et 
al., 1998). Un estudio filogenético reveló además, que éste presentaba homología con los 
sistemas de dos componentes ChvI/ChvG y ChvI/ExoS de Agrobacterium tumefaciens y 
Sinorhizobium meliloti respectivamente, los cuales están involucrados en las relaciones 
de patogenicidad y de simbiosis que establecen estas bacterias con las células eucariotas 
vegetales (Charles and Nester, 1993; Cheng and Walter, 1998). 
El estudio de las cepas mutantes en el sistema regulador de dos componentes 
bvrR/bvrS de B. abortus 2308 que se hallaban atenuadas en cultivos celulares y en ratón 
(Sola-Landa et al., 1998), revelaron que este sistema se encuentra implicado en el 
control de la expresión de genes responsables de mantener la integridad de la envuelta 
celular de esta bacteria (Guzmán-Verri et al., 2002; López-Goñi et al., 2002). Así, se ha 
observado que la disrupción del sistema BvrR/BvrS en B. abortus 2308 altera la 
expresión de genes que codifican proteínas de membrana externa, como Omp25 y 
Omp22 (Guzmán-Verri et al., 2002; Lamontagne et al., 2007; Viadas et al., 2010), y de 
genes que se hallan involucrados en la acilación del lípido A (Mantelora et al., 2005). 
Debido a esto último, estas cepas mutantes poseen un lípido A compuesto por ácidos 
grasos con cadenas más cortas que las observadas en las cepas parentales 
correspondientes. Esta diferente composición altera la permeabilidad de la membrana de 
los mutantes ΔbvrR/ΔbvrS, provocando un aumento de su sensibilidad a la acción 
bactericida de los péptidos catiónicos y que podría explicar en parte, la atenuación que 
muestran (Mantelora et al., 2005). En cambio, se ha demostrado que la ausencia de 
Omp25 y Omp22 en la membrana externa de B. abortus 2308 no está relacionada con la 
atenuación que presentan estas cepas mutantes ΔbvrR/ΔbvrS en virulencia (Manterola et 
al., 2007). Cabe destacar que Salhi et al. en 2003 también obtuvieron un mutante 
atenuado de B. suis en este sistema de dos componentes en el cual, sin embargo, no 
observaron que la expresión del gen omp25 se hallara alterada en comparación con la de 
la cepa parental. 
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Por otra parte, se ha demostrado que mutantes en este sistema regulador de dos 
componentes de B. abortus 2308 no incorporan ni activan pequeñas GTPasas de la 
subfamilia Rho (como cdc2) requeridas para la polimerización de actina, por lo que se 
muestran incapaces de penetrar en células HeLa en cultivo, permaneciendo unidos a la 
superficie celular (Guzmán-Verri et al., 2001). Además, a pesar de que todavía se 
desconoce el estímulo ambiental al que responde este sistema regulador, se cree que 
podría ser a un pH ácido tal y como sucede con el perteneciente a Agrobacterium (Li et 
al., 2002). De ser verdad, aparte de ser crucial este sistema en B. abortus 2308 para el 
mantenimiento de su homeostasis celular y la invasión de células hospedadoras, 
constituiría también un importante factor en su adaptación y desarrollo de un nicho 
replicativo intracelular. 
En los últimos años se han descrito otros sistemas reguladores de dos 
componentes en Brucella spp.. Uno de ellos, denominado PdhS-histidina quinasa muestra 
homología con el sistema PleC-DivJ de Caulobacter crescentus implicado en la formación 
de células hijas asimétricas (Hallez et al., 2004). Esta división asimétrica también se ha 
observado en B. abortus 544, la cual se ha demostrado que se encuentra controlada por 
el mencionado sistema PdhS-histidina quinasa (Hallez et al., 2007; Mignolet et al., 
2010). Por otro lado, se ha descubierto la presencia en B. melitensis y en B. abortus de 
un sistema fotosensor constituido por un complejo proteico denominado LOV-HK (Swartz 
et al., 2007). Éste está compuesto por un dominio LOV (sensor de Luz, Oxígeno y 
Voltaje) y un dominio histidina quinasa en los extremos N-terminal y C-terminal, 
respectivamente. Cuando el complejo LOV-HK detecta luz, absorbe fotones y emplea esa 
energía para crear un enlace entre sí misma y con una molécula del cofactor flavina 
mononucleótido (FMN). Esto da como resultado, un incremento de la actividad enzimática 
quinasa del fotosensor que termina repercutiendo en cambios en la expresión génica de 
la bacteria. Se ha observado que cepas mutantes de B. abortus que portan defectos en 
este fotosensor se encuentran atenuadas en cultivos de macrófagos y en ratón (Swartz 
et al., 2007). Estos resultados se repiten cuando la cepa silvestre se cultiva en 
condiciones de oscuridad, por lo que parece claro la existencia de un estrecho vínculo 
entre el papel realizado por el fotosensor LOV-HK y un aumento en la virulencia de la 
bacteria inducido por exposición a luz visible (Swartz et al., 2007, Rambow-Larsen et al., 
2009).  
 
2.3.3 Los glucanos cíclicos.  
 
Los β-(1,2) glucanos cíclicos (CβG) constituyen otro factor de virulencia descrito 
en el género Brucella. Éstos son polímeros de glucosa localizados en el espacio 
periplasmático que también están presentes en otras α-proteobacterias relacionadas 
filogenéticamente con este género, como son Agrobacterium tumefaciens o Sinorhizobim 
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meliloti. La producción de los CβG en estos microorganismos se encuentra osmoregulada 
y es llevada a cabo por las enzimas codificadas por los genes chvB y ndvB, 
respectivamente (Iñón de Iannino et al., 1998; Iñón de Iannino et al., 2000). Se ha 
comprobado que la presencia de los CβG en A. tumefaciens y S. meliloti es necesaria 
para que dichas bacterias puedan establecer correctamente  interacciones patogénicas o 
simbióticas con las células hospedadoras (Puvanesarajah et al., 1985; Dylan et al., 1986; 
Breedveld and Millar, 1994). Además, se ha observado que en el caso de A. tumefaciens, 
estos compuestos están también involucrados en el ensamblaje de su flagelo (Breedveld 
and Millar, 1994).  
En Brucella se ha descubierto que la producción de los CβG no está sometida a 
una regulación osmótica (Briones et al., 1997) y que la enzima responsable de su síntesis 
se halla codificada por el gen cgs (Iñón de Iannino et al., 1998; Ciocchini et al., 2004; 
Ciocchini et al., 2006; Guidolin et al., 2009). Éste se ha observado que se encuentra 
altamente conservado ya que es capaz de complementar cepas mutantes ΔchvB de        
A. tumefaciens y ΔndvB de S. meliloti (Iñón de Iannino et al., 1998). Se ha demostrado 
que la disrupción del gen cgs en B. abortus ocasiona una ligera atenuación en la 
virulencia que presenta la bacteria en ratón (Briones et al., 2001). Un estudio realizado 
utilizando un mutante Δcgs de B. abortus 2308 ha establecido una posible relación entre 
la capacidad que poseen los CβG para extraer moléculas de colesterol y el papel que 
pueden llevar a cabo en la virulencia de esta cepa. Así, parece ser que los CβG alteran los 
dominios lipídicos ricos en colesterol que están presentes en las membranas de las BCVs 
y previenen que éstas se fusionen con los lisosomas (Arellano-Reynoso et al., 2005). De 
este modo, contribuyen a que la bacteria alcance el fagosoma replicativo, favoreciendo 
en definitiva, su supervivencia intracelular. A día de hoy, aunque se ha llegado a 
identificar un transportador de CβG encargado de conducirlos hasta el espacio 
periplásmico y codificado por el gen cgt, se desconoce el mecanismo por el cual son 
liberados al interior de la BCV (Roset et al., 2004). 
Por otro lado, se ha observado que una fracción de los CβG se encuentra 
substituida con residuos succinílicos en el género Brucella, lo que confiere a estos 
compuestos un carácter aniónico. Mediante el empleo de una cepa mutante de B. abortus 
2308 en el gen cgm, el cual codifica la enzima succiniltransferasa encargada de hacer las 
mencionadas modificaciones, se ha demostrado que este carácter aniónico de los CβG 
posee un papel relevante en la adaptación de la bacteria a un ambiente hipo-osmótico. 
(Roset et al., 2006). En este estudio se sugiere además, que Brucella sp. no se ve 
sometida a este tipo de estrés durante el tráfico intracelular ya que no se observaron 
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2.3.4 La proteína transportadora BacA. 
 
En los últimos años se ha identificado en B. abortus 2308 un gen que muestra 
una elevada homología con el gen bacA de Sinorhizobium meliloti, el cual, es esencial 
para que exista un correcto establecimiento de la relaciones endosimbióticas que lleva a 
cabo este microorganismo con células de plantas de alfafa (LeVier et al., 2000). Se ha 
observado que en S. meliloti este gen codifica una proteína transportadora implicada 
posiblemente en la modificación del LPS (Glazebrook et al., 1993; LeVier and Walter, 
2001), por lo que podría tener un papel importante en el mantenimiento de la integridad 
de la envuelta celular. En B. abortus 2308, bacA también codifica una proteína de la 
membrana citoplasmática que podría estar involucrada en el transporte de los ácidos 
grasos de cadena muy larga (VLCFAs) (C ≥28) que componen el lípido A (Ferguson et al., 
2004). Aunque hasta el momento se desconoce el mecanismo molecular de actuación de 
esta proteína, se ha demostrado que su ausencia provoca un aumento de la sensibilidad 
de la bacteria a un pH ácido, al etanol, a ciertos detergentes y a altas temperaturas de 
crecimiento, tal y como sucede en S. meliloti (Roop et al., 2002). Por ello, se ha sugerido 
que la proteína BacA en B. abortus 2308 también podría estar relacionada con el 
mantenimiento de la integridad de la envuelta celular (Roop et al., 2002). Asimismo, se 
ha comprobado que cepas mutantes ΔbacA de esta estirpe lisa de Brucella presentan 
atenuación en la virulencia en cultivos celulares de macrófagos y en ratón (LeVier et al., 
2000; Parent et al., 2007). Este hecho se ha relacionado con una posible incapacidad de 
estos mutantes para poder adaptarse a las condiciones ácidas que se encuentran en el 
interior de las BCVs durante su tránsito intracelular (Roop et al., 2002; Bellaire et al., 
2005). Por otra parte, se ha observado que las cepas de B. abortus 2308 que portan un 
gen bacA no funcional, inducen en ratón una respuesta proinflamatoria más fuerte que la 
cepa parental y que puede contribuir también a que estos mutantes sean incapaces de 
mantener infecciones crónicas en el modelo murino (Parent et al., 2007). 
Finalmente, se han obtenido datos que indican que estas cepas mutantes ΔbacA 
de B. abortus 2308 podrían ser unas buenas candidatas a vacunas. Así, se ha 
demostrado que estas cepas mutantes, las cuales son eliminadas del bazo de ratones 
experimentalmente infectados a las 8 semanas p.i., inducen en estos animales una fuerte 
respuesta humoral y celular específica frente a Brucella (Roop et al., 2002).  Además, se 
ha comprobado que proporcionan en ratón una protección frente a una infección por la 
cepa parental equivalente a la observada en experimentos llevados a cabo con la cepa 







3. ESPECIES NATURALMENTE RUGOSAS DE Brucella. 
 
Como ya se ha mencionado previamente, B. ovis y B. canis son dos especies 
naturalmente rugosas que forman parte del género Brucella, que carecen por tanto, de 
cadenas polisacarídicas O en el lipopolisacárido presente en su membrana externa. Sin 
embargo, el que tengan un carácter rugoso no es un impedimento para que ambas 
especies se muestren virulentas en sus respectivos hospedadores y en modelos 
experimentales animales, a diferencia de lo que sucede en cepas mutantes rugosas 
obtenidas de estirpes lisas de Brucella. 
B. canis fue aislada por primera vez por Leland Carmichael en el año 1966 a partir 
de tejidos fetales procedentes de un criadero de perros de Estados Unidos en el cual, 
sucedían brotes severos de abortos epizoóticos (Carmichael, 1966). Hoy se sabe que es 
el agente causal de la brucelosis canina, la cual es especialmente común en México, 
Sudamérica y en los estados del sur de Estados Unidos (Wanke, 2004). Los perros son 
los hospedadores naturales de este patógeno, en los cuales causa abortos en las 
hembras gestantes, y epididimitis, orquitis y prostatitis en diferentes grados de severidad 
en machos (Wanke, 2004). Debido a ello, causa grandes pérdidas económicas en 
criaderos ya que provoca una fuerte disminución de la fertilidad del animal.  
Las principales vías de contagio descritas para la brucelosis canina son la oral, a 
través de la ingesta de alimentos contaminados tales como, placentas, fetos o leche, y la 
venérea, a través del semen de machos infectados (Wanke, 2004). El diagnóstico de la 
enfermedad se lleva a cabo mediante el aislamiento microbiológico del agente a través 
de hemocultivos, sin embargo, debido a que es un proceso lento y que la bacteremia 
puede ser intermitente, se emplean alternativamente otras pruebas serológicas que 
determinan la presencia de anticuerpos frente a B. canis en el animal. Entre ellas se 
encuentran: la prueba de aglutinación en tubo, de inmunodifusión en gel, diversos tests 
de ELISA, ensayos de inmunofluorescencia indirecta y la prueba de aglutinación rápida en 
placa (RSAT). Ésta última se utiliza oficialmente en Estados Unidos para descartar 
rápidamente aquellos animales que no sufren la enfermedad y como antígeno emplea 
una suspensión de B. ovis teñida con Rosa de Bengala que da reacción cruzada con       
B. canis (Damp et al., 1973; Carmichael and Joubert, 1987; Wanke, 2004). Aparte de 
estas pruebas serológicas, actualmente también se están desarrollando otras basadas en 
técnicas moleculares que permitan diagnosticar la enfermedad de una forma más rápida 
y precisa (García-Yoldi et al., 2006; Keid et al., 2007a; Keid et al., 2007b; Huber et al., 
2009; Keid et al., 2009; Keid et al., 2010; Mayer-Scholl et al., 2010). 
 Por otro lado, a pesar de que el hombre es bastante resistente a la infección por 
B. canis y que se necesita una exposición masiva de microorganismos para producirse la 
enfermedad, se han descrito casos esporádicos de brucelosis humana causada por este 
patógeno. Éstos normalmente se han dado en personas que tienen un estrecho contacto 
                                                                                                                                       Introducción 
35 
con el animal infectado, como pueden ser veterinarios, trabajadores de criaderos de 
perros o técnicos de laboratorio (Wanke, 2004). Sin embargo, recientemente se ha 
descubierto un caso de infección en un paciente infectado por el virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH) (Lucero et al., 2010). Los síntomas que produce         
B. canis en el hombre generalmente, son más leves que los provocados por otras 
especies de Brucella, siendo en la mayoría de los casos, un síndrome febril prolongado 
con un aumento del tamaño de los nódulos linfáticos. Por ello, en muchas ocasiones las 
infecciones por este patógeno no son diagnosticadas y pasan desapercibidas (Wanke, 
2004).  
Actualmente, no existe ninguna vacuna específica frente a B. canis, por lo que la 
principal estrategia llevada a cabo en el control y prevención de la enfermedad suele ser 
la castración en machos infectados y/o separación o eliminación de los animales 
afectados. 
B. ovis es un cocobacilo que requiere para su crecimiento un suplemento de suero 
en el medio de cultivo y una atmósfera con 5 – 10 % de CO2. Se trata de la especie de 
Brucella que infecta mamíferos terrestres más divergente (Cloeckaert et al., 1995b; 
Cloeckaert et al., 1996b; Ficht et al., 1996; Michaux-Charachon et al., 1997; Vizcaíno et 
al., 2004), y es la responsable de causar la denominada epididimitis contagiosa del 
carnero, una enfermedad infectocontagiosa de distribución mundial. A diferencia de otras 
especies de Brucella que poseen un rango más amplio de animales susceptibles a su 
infección y que normalmente se localizan en tejidos placentarios, B. ovis presenta una 
preferencia restringida de hospedador, el carnero, y un marcado tropismo por sus 
órganos reproductores, en los que causa epididimitis, vesiculitis seminal y orquitis. Como 
consecuencia de la infección, se produce una disminución en la fertilidad de los machos 
infectados por la bacteria debido a una mala calidad del semen. Cabe destacar que 
también se han descrito casos de infecciones por B. ovis en ovejas, en las cuales provoca 
abortos esporádicos y nacimientos de corderos débiles (Paolicchi, 2001). 
La principal vía de contagio de la infección causada por B. ovis es mediante 
transmisión sexual, siendo el carnero un diseminador activo a través de su semen. En 
cambio, la adquisición de la enfermedad por vía oral no parece ser relevante en el caso 
de B. ovis. Esto podría estar relacionado, al menos en parte, a que esta especie carece 
de actividad ureasa debido a una deleción en su genoma que afecta a los genes ureG2 y 
ureT, los cuales son necesarios en otras especies de Brucella para hacer frente a los 
medios ácidos gastrointestinales (Bandara et al., 2007; Sangari et al., 2007; Tsolis et al., 
2009; Sangari et al., 2010). Sin embargo, se han descrito casos donde la infección se ha 
transmitido a través de pastos y fuentes de agua contaminados con secreciones y/o 
excreciones corporales (Quispe et al., 2002), a través de un contagio directo entre 
carneros en sistemas de explotación con servicio estacionado (Paolicchi, 2001), e incluso, 
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a través de ovejas infectadas donde la bacteria ha permanecido de una estación 
reproductiva a otra (Paolicchi, 2001).  
En el diagnóstico de la brucelosis ovina causada por B. ovis, como en el caso de 
B. canis, también se recurre normalmente al empleo de pruebas serológicas que utilizan 
antígenos de superficie obtenidos de la bacteria (O.I.E., 2004). Entre éstas destacan: la 
fijación de complemento (FC) (Myers et al., 1972), la prueba de inmunodifusión en gel 
(AGID), que emplea como antígeno, el extracto salino de B. ovis (Myers, 1973) y el 
ELISA indirecto, en el cual, se han utilizado como antígenos, células de B. ovis sonicadas, 
extracto salino de este microorganismo y R-LPS, entre otros (Marín et al., 1989; Ficapal 
et al., 1995; Vigliocco et al., 1997). Esta última prueba es la que presenta más 
sensibilidad y especificidad, permitiendo además, el procesamiento simultáneo de un 
gran número de muestras. Alternativamente, en los últimos años se han desarrollado 
otras pruebas complementarias basadas en métodos moleculares que resultan ser 
rápidas, específicas y muy sensibles. Así, se ha demostrado que la técnica de reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) presenta una gran sensibilidad a la hora de la detección 
de B. ovis en el semen de carneros (Manterola et al., 2003; García-Yoldi et al., 2006; 
Mayer-Scholl et al., 2010). 
El control de la epididimitis contagiosa del carnero causada por B. ovis se lleva a 
cabo fundamentalmente a través de programas de prevención y erradicación de la 
enfermedad. La medida que se toma en aquellos países donde la incidencia de la 
enfermedad es baja se basa principalmente en el sacrificio de los animales infectados. 
Sin embargo, este procedimiento resulta antieconómico y poco viable en aquellos donde 
el predominio de la infección es elevado (Blasco, 1990). En estos casos, la vacunación es 
la única medida de control disponible, aunque hasta el momento, no existe tampoco 
ninguna vacuna que sea específica frente a B. ovis. 
Desde los años 60 del pasado siglo se está empleando en la profilaxis de la 
brucelosis ovina causada por B. ovis, la vacuna atenuada B. melitensis Rev1 (Blasco, 
1997). A pesar de que su administración tanto por vía subcutánea como por vía 
conjuntival en carneros resulta ser efectiva en la protección frente a la infección (García-
Carrillo, 1981; Fensterbank et al., 1982; Fensterbank et al., 1985; Blasco et al., 1987; 
Marín et al., 1990; Schurig et al., 2002), presenta varios inconvenientes que hacen que 
no sea una vacuna completamente idónea. Algunos de estos problemas son: un alto 
riesgo de aborto cuando se administra en ovejas gestantes (Blasco, 1997; Schurig et al., 
2002), interferencia en el diagnóstico de animales infectados por cepas lisas del género 
Brucella debido a que en los vacunados induce la producción de anticuerpos frente a su 
lipopolisacárido en fase lisa (Blasco, 1997) y un cierto riesgo de infección en su 
manipulación para el hombre (Blasco and Díaz, 1993), acentuado por la resistencia que 
presenta esta cepa a la estreptomicina, uno de los antibióticos empleados comúnmente 
en el tratamiento de la brucelosis humana (Skalsky et al., 2008). A esto hay que sumar 
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que la inocuidad de esta vacuna en machos aún no está clara (Marín et al., 1990) y que 
su uso se encuentra prohibido en países donde las infecciones por B. melitensis se 
consideran erradicadas.  
Por tanto, un aspecto importante dentro de la investigación en brucelosis, es la 
obtención de vacunas que sean específicas y efectivas frente a B. canis, y especialmente, 
frente a B. ovis, para poder ser usadas en la profilaxis de la enfermedad que causan. Sin 
embargo, hasta el momento se desconocen prácticamente los mecanismos que emplean 
estas dos especies naturalmente rugosas para establecer su proceso infeccioso en el 
organismo hospedador. Por ello, el hallazgo de posibles factores que se encuentren 
implicados en la virulencia de B. ovis y B. canis podría permitir la obtención de vacunas 
frente a estas especies, y adicionalmente, también podría ayudar a esclarecer las 
diferencias de patogenicidad y de preferencia de hospedador que existen entre las 
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Los mecanismos de virulencia detallados anteriormente se han estudiado 
fundamentalmente en cepas lisas del género Brucella, en las que se ha demostrado que 
las cadenas polisacarídicas O del LPS son indispensables para el establecimiento del 
proceso infeccioso. Sin embargo, existen especies de Brucella naturalmente rugosas que 
son virulentas tanto en sus hospedadores primarios como en modelos experimentales 
animales y que además, provocan importantes problemas económicos y casos 
esporádicos de infecciones en humanos. Las vacunas existentes en la actualidad se han 
diseñado para la prevención de infecciones por cepas lisas de Brucella y su empleo para 
la profilaxis de la brucelosis causada por cepas rugosas presenta graves inconvenientes. 
Por ello, el estudio de los factores de virulencia de B. ovis y B. canis es un aspecto 
importante de la investigación en brucelosis, tanto para un mejor conocimiento de las 
interacciones patógeno-hospedador como para el desarrollo de nuevas vacunas 
específicas que eviten los inconvenientes que presentan las empleadas en la actualidad. 
Considerando lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo de investigación 
nos hemos planteado los siguientes objetivos: 
 
 
I. Análisis del comportamiento intracelular que muestran las cepas 
naturalmente rugosas B. ovis PA y B. canis RM6/66 en células 
fagocíticas profesionales, así como el estudio de posibles mecanismos 
de infección empleados por dichas cepas. 
 
 
II. Estudio de la expresión de los genes que codifican las PMEs de la 
familia Omp25/Omp31 en distintas especies del género Brucella y 
análisis del papel de algunos de los miembros de esta familia en la 
virulencia tanto, de las cepas naturalmente rugosas B. ovis PA y         
B. canis RM6/66, como de estirpes lisas de este género. 
 
 
III. Estudio del papel del operón virB y de los genes vjbR, cgs y bacA  
(todos ellos implicados en la virulencia de cepas lisas de Brucella) en 
el establecimiento del proceso infeccioso de la cepa naturalmente 
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS. 
 
1.1 Cepas de Brucella spp.  
 
Las cepas silvestres de Brucella que se han empleado en la realización del 
presente trabajo (Tabla I) proceden de la Colección de Cultivos de Brucella del Institut 
National de la Recherche Agronomique de Nouzilly, Francia (Brucella Culture Collection of 
Nouzilly; BCCN). 
 
Tabla I. Cepas de Brucella utilizadas en este estudio. 
 











































B. neotomae 5K33d Rata del 
desierto 
BCCN R16 S-LPS 
B. canis RM6/66d  
 




























Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Caro-Hernández et al., 2007 
Nuestro laboratorio 
 
Vizcaíno et al., 2004 
 
R-LPS  
PA con omp31 inactivado. Kanr 
PNV31A complementadae. Kanr y Ampr 
PA con omp25 inactivado. Kanr 
PNV25A complementadae. Kanr y Ampr 
PA con omp25c inactivado. Kanr 
PNV25cA complementadae. Kanr y Ampr 
PA con omp25d inactivado. Kanr 
PNV25dA complementadae. Kanr y Ampr 
PA con omp22 inactivado. Kanr 
PNV22A complementadae. Kanr y Ampr 
PA complementadae con omp31b de 
B. abortus 544. Ampr 
PA complementada con pNV998-10f. Kanr 
a  BCCN, Brucella Culture Collection of Nouzilly, Francia. 
b  S-LPS, Lipopolisacárido en fase lisa ; R-LPS, Lipopolisacárido en fase rugosa 
c   Cepa vacunal 
d  Cepa de referencia 
e  Cepas mutantes complementadas con el correspondiente gen silvestre clonado en pBBR1MCS-4. 
f   Plásmido portador de un fragmento de 15kb de B. melitensis 16M que está ausente en B. ovis y que contiene 




1.2 Cepas de Escherichia coli.  
 
En los trabajos de clonación molecular se emplearon diferentes cepas de E. coli, 
cuyas características se recogen en la Tabla II. 
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Todas las cepas bacterianas empleadas y obtenidas en el presente trabajo se 
almacenaron en ultracongeladores a -80 ºC en viales con dimetil sulfóxido (DMSO) al     
7 % (v/v) con la finalidad de mantenerlas durante largos periodos de tiempo. 
 
 
2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO. 
 
2.1 Brucella spp. 
 
Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y mantenimiento de las cepas 
de Brucella fueron caldo Triptona de Soja (TSB; Pronadisa) o agar Tripticaseína de Soja 
(TSA; Pronadisa), suplementados con extracto de levadura al 0,3 % (p/v) (YE, Yeast 
extract; Pronadisa) y suero de caballo descomplementado por calentamiento a 56 ºC 
durante 1 hora al 5 % (v/v) (HS, Horse serum; Gibco-BRL) (medios TSB-YE-HS o TSA-
YE-HS). Para la selección de colonias de Brucella mutantes o complementadas, los 
medios de cultivo se suplementaron con preparaciones de kanamicina (Sulfato ácido, 
SIGMA-ALDRICH) y/o ampicilina (Sal sódica, SIGMA-ALDRICH), según el caso, a una 
concentración final de 50 μg/ml. En los experimentos llevados a cabo en la Unidad de 
Sanidad Animal del Centro de Investigación y Tecnología Agroalimentaria (CITA) de 
Aragón, el medio empleado fue Blood Agar Base Nº 2 (BAB; Biolife) suplementado con un 
5 % de suero de ternera (Seromed, Biochrom) (medio BAB-S). 
En todos los casos, la temperatura de incubación fue de 37 ºC, en una atmósfera 
con 10 % de CO2 (excepto para B. canis). Los cultivos que se realizaron en medio líquido 
se llevaron a cabo en agitadores orbitales a 116 rpm y su crecimiento se controló 
midiendo la turbidez que presentaban los cultivos por absorbancia a una longitud de 
onda de 600 nm (D.O.600 nm). Para ello, se empleó el espectrofotómetro “CO8000 Biowave  
Personal Cell Density Meter” (WPA, Biochrom). 
Todos los experimentos se realizaron partiendo de un precultivo en medio sólido 
de las cepas congeladas, incubado durante un periodo de 3 días. 
 
 
Cepas de E. coli Genotipo Relevante Fuente o Referencia 
E. coli JM109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk–, mk+), relA1, 
supE44, Δ( lac-proAB), [F´ traD36, proAB, laqIqZΔM15] 
 
Promega Corp. 
E. coli CC118 λpir Δ(ara leu), araD, ΔlacX74, galE, galK, thi-1, phoA20, rpsE, 
rpoB, argE(Am), recAl, λpir 
 
Herrero et al., 1990 
E. coli BL21 (DE3) hsdS, gal (λ cIts857, ind-1, Sam7, nin-5, lacUV5-T7 gene 1) Studier and Moffatt, 1986 
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2.2 Escherichia coli. 
 
Para el crecimiento de E. coli se empleó el medio Luria Bertani (LB), compuesto 
por extracto de levadura al 1 % (p/v) (Pronadisa), triptona al 1 % (p/v) (Pronadisa) y 
cloruro sódico al 1 % (p/v) (Panreac). En el caso de su uso en estado sólido, se 
suplementó con agar (Pronadisa) a una concentración final de 15 g/ml. 
Cuando fue necesario seleccionar clones bacterianos mediante resistencia a 
antibióticos, los medios se suplementaron con kanamicina y/o ampicilina a una 
concentración final de 50 μg/ml. Cuando fue preciso diferenciar clones con o sin actividad 
β-galactosidasa, las placas de LB se suplementaron 15 minutos antes de la siembra con 
80 μl de IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranósido) 0.1 M y 20 μl de X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) 50 mg/ml. 
Los cultivos de E. coli, tanto en medio sólido como en medio líquido (en 
agitación), se incubaron a una temperatura de 37 ºC.  
 
 
3. MATERIALES Y TÉCNICAS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR. 
 
3.1 Vectores de clonación empleados. 
 
- pGEM®-T y pGEM®-T Easy. 
Vectores bacterianos linearizados de 3003 y 3018 pb respectivamente (Figura 6A 
y 6B), comercializados por Promega Corp. Proceden del vector pGEM®-5Zf(+) digerido 
con EcoRV, al que se le ha añadido un residuo de timina en cada extremo 3’ generado. 
Debido a la presencia de estas bases, la clonación de productos de PCR se ve facilitada 
ya que la mayoría de las ADN polimerasas añaden una desoxiadenosina en los extremos 
3’ de los fragmentos amplificados. 
Ambos contienen en su secuencia el origen de replicación ColE1 de E. coli, el gen 
bla,  que codifica una β-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina (Ampr), el origen 
de replicación del fago f1, los promotores y los puntos de inicio de la transcripción de las 
ARN polimerasas T3 y SP6, que permiten las síntesis de ARN in vitro, y un sitio de 
clonación múltiple insertado en la fase de lectura abierta del gen lacZ. Este gen, inducible 
por IPTG, codifica el péptido α de la β-galactosidasa, enzima que al actuar sobre el 
sustrato X-Gal, origina un producto de color azul. Esto permite la selección de clones que 
portan plásmidos recombinantes, ya que la inserción de un fragmento de ADN en dicha 
región, inactiva el gen lacZ, y las colonias poseen un color blanco frente a aquellas que 
portan el plásmido sin inserto, que poseen un color azul (selección blanco-azul). 
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- pGEM®-7Zf (+). 
Vector circular de 2997 pb (Promega Corp.) (Figura 6C) que deriva del vector 
pGEM®-3Zf (+) y que posee el origen de replicación ColE1 de E. coli, el gen que codifica 
la β-lactamasa que confiere resistencia a ampilicina (Ampr), el origen de replicación del 
fago f1, promotores de las ARN polimerasas T3 y SP6 y un sitio de clonación múltiple 
insertado en la fase de lectura abierta del gen lacZ, el cual permite la identificación de los 
clones portadores de un plásmido recombinante mediante la selección blanco-azul. 
 
- pUC19. 
Vector circular de 2686 pb (Fermentas) (Figura 6D) que contiene el origen de 
replicación procedente del plásmido pBR332, un gen que confiere resistencia a ampicilina 
(Ampr) y un sitio múltiple de clonación insertado en la secuencia del gen lacZ, lo que 




Vector circular de 3914 pb (Amersham Biosciences) (Figura 6E) que, además de 
contener en su secuencia un origen de replicación y el marcador de selección bla (Ampr), 
porta el gen aminoglicósido 3-fosfotransferasa que confiere resistencia a la kanamicina 
(Kanr). Éste se encuentra flanqueado en sus dos extremos por sitios de corte para las 
enzimas de restricción PstI, SalI, BamHI y EcoRI, lo que permite el uso del gen como 
fuente de modificación para otros vectores. 
 
- pCVD442. 
Plásmido que posee un tamaño de 6.2 kb (Donnenberg and Koper, 1991) (Figura 
6F) y que se construyó mediante la clonación del gen sacB, obtenido mediante PstI de 
pUM24 (Ried and Collmer, 1987), en el plásmido pGP704 (Miller and Mekalanos, 1988) 
digerido parcialmente con la misma enzima de restricción. Este plásmido confiere 
resistencia a ampicilina (Ampr) y sensibilidad a la sacarosa debido a la presencia del gen 
sacB de Bacillus subtilis. Éste último codifica la enzima levansacarasa que cataliza la 
hidrólisis de sacarosa en levanos (polímeros de fructosa de alto peso molecular), los 
cuales son tóxicos para bacterias Gram negativas (Gay et al., 1985). Este plásmido 
posee además el origen de transferencia mobRP4 para procesos de conjugación. A la 
hora de su replicación, pCVD442 requiere una cepa λpir, como lo es E. coli CC118, ya 
que el origen de replicación que porta es el denominado oriR6K, el cual necesita la 
proteína π codificada por el gen pir. 
 
- pCVDKan-D. 
Este plásmido procede de PCVD442 al cual, mediante digestión enzimática





















































































































































con AspI y NdeI, se le ha extraído el gen de resistencia a ampicilina que porta y en su 
lugar, se ha clonado en orientación directa a sacB y después de realizar un tratamiento 
con Klenow para generar extremos romos, un inserto Kanr procedente del vector pUC4K 



































Figura 6. Representación gráfica de los vectores de clonación empleados en el presente 
trabajo. 
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- pBBR1MCS2 y pBBR1MCS4. 
Plásmidos derivados del pBBR1MCS (Kovach et al., 1994), al que se le han 
insertado genes de resistencia a antibióticos: pBBR1MCS2 (de 5144 pb) (Figura 8A) 
confiere resistencia a kanamicina (Kanr) mientras que pBBR1MCS4 (de 4950 pb) (Figura 
8B), a ampicilina (Ampr). Portan también los genes rep y mob, necesarios para los 
procesos de replicación y conjugación y poseen un sitio  de clonación múltiple en el gen 
lacZ, lo que permite la selección blanco-azul. Ambos plásmidos han demostrado ser 
además, estables in vitro e in vivo en Brucella spp. (Kovach et al., 1995). 
 
- pTrcHisA y pTrcHisB. 
Vectores de 4.4 kb (Invitrogen, San Diego, CA) (Figura 8C) de expresión que se 
emplean para la purificación de proteínas recombinantes en E. coli. Estos plásmidos 
portan un sitio de clonación múltiple (MCS) dentro de un marco de lectura abierta (ORF), 
en el cual se insertan los genes de interés. Previamente al MCS y en dirección 5’ – 3’ 
desde el promortor, se encuentran también en dicha ORF: un codón de inicio de la 
traducción (ATG), una secuencia que codifica seis residuos de histidina en serie (6xHis), 
un epítope Xpresstm que permite el reconocimiento mediante anticuerpos de la proteína 
expresada y un sitio de corte para la enzima enterokinasa (EK) (Figura 8C). De esta 
forma, se logra obtener una proteína recombinante que porta en su extremo N-terminal, 
una cola de fusión de histidinas que facilita posteriormente su purificación mediante el 
empleo de columnas de afinidad. Entre ambos vectores, la única diferencia que existe es 
el espacio que hay entre la secuencia que codifica el péptido N-terminal y el MCS para 



























Figura 7. Construcción 
del plásmido pCVDKan-
D. Con la finalidad de que 
el plásmido pCVD442, el 
cual porta el gen sacB, 
confiriese resistencia a 
kanamicina al 
microorganismo para una 
mejor selección, se 
substituyó la secuencia 
génica que proporciona 
resistencia a ampicilina
por un “cassette Kanr “ 
procedente del plásmido 
pUC4K. Las enzimas de 
restricción empleadas, así 
como sus puntos de 
corte, se señalan en la 
Figura.
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La expresión del gen recombinante se encuentra sometida al control del promotor 
de expresión trc [un híbrido derivado de los promotores trp y lac (Amann et al., 1983)]. 
Éste está regulado por el operador lac, el cual, se encuentra reprimido por el factor de 
transcripción codificado por el gen laclq. Cuando se añade IPTG al medio, éste desplaza 
del operador al represor, lo que permite que suceda la expresión de la ORF. 
Adicionalmente, en la secuencia de estos vectores destaca la presencia de un 
origen de replicación ColE1, un activador de la transcripción (g10), un sitio de unión al 
ribosoma (RBS), un minicistrón que potencia la transcripción y una secuencia de 
terminación de la transcripción (rrnB TT) (Li et al., 1984). Como marcador de selección, 
















































Figura 8. Representación gráfica de los vectores pBBR1MCS2, pBBR1MCS4, pTrcHisA y pTrcHisB 
empleados en el presente trabajo. 
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3.2 Cebadores empleados.  
 
En las Tablas III, IV, V y VI se especifican las secuencias de los cebadores 
(Roche-TIB Molbiol) empleados en las distintas reacciones de PCR y de secuenciación de 
ADN. Las zonas subrayadas hacen referencia a sitios de corte para diversas enzimas de 
restricción que se añadieron en los extremos de los cebadores al ser necesarios en 
algunas ocasiones. 
 
TABLA III. Cebadores utilizados en la clonación de los genes de la familia 
omp25/omp31 para la purificación de PMEs recombinantes. 
 
Cebadores empleados en la construcción de plásmidos  
destinados a la purificación de proteínas recombinantes  
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ -> 3’ Gen diana (Posición desde ATG) 
31bMAT-BglII        AGA TCT GCC GAC ATC ATC GTT GCT omp31b (+82) 
31bR2-SfuI           TTC GAA CTC CAG CAA GCC ATT CGC omp31b (+978) 
25bcMAT-BamHI   GGA TCC GCT GAC GCC GTC ATT GAA omp25b (+66) y omp25c (+66) 
25bR-SfuI             TTC GAA CGC CAT CGC ATT CCG TTG omp25b (+779) 
25cR-SfuI             TTC GAA TAT TGG GTG AGG ATT GAC omp25c (+739) 
25dMAT-BamHI     GGA TCC GCG GAT GCC ATT GTT GCG omp25d (+66) 
25dR-SfuI             TTC GAA CTG AAG GGT AAA TGC GGC omp25d (+786) 
22MAT-F              GCC GAC ATG ATG GGA AGG omp22 (+73) 
22R GTT TGA ATC CCG GCT GTT omp22 (+765) 
Cebadores utilizados en secuenciación 
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ -> 3’ Plásmido diana 
His-F                     AAA AGC GAA GCG GCA CTG pTrcHis A y B 
His-R                    GTT CGG CAT GGG GTC AGG pTrcHis A y B 
 
 
TABLA IV. Cebadores destinados a la construcción de plásmidos que portan genes 
inactivados pertenecientes a la familia omp25/omp31. 
 
Cebadores empleados en la construcción de plásmidos recombinantes  
portadores de  Δomp25d y Δomp22  
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ -> 3’ Gen diana/plásmido (Posición desde ATG) 
Omp25c-F CTG TGT CCT GTT TGC TAC omp25d (-1042) 
25cd-MUT R TTG CCG CTT CCA TCA GGT                                    omp25d (+1661) 
22-MUT F GGC AAA GAA GAA GGA TAC  omp22 (-949) 
22-MUT R CTG CTG GAA TGC CCT GAA  omp22 (+1108) 
KanF-NaeI ACT GCC GGC CAC AGG AAA CAG CTA TGA CCA plásmido pUC4K 
KanR-RsrII TCT CGG ACC GCT CGT GAA GAA GGT GTT GCT plásmido pUC4K 
Cebadores utilizados en secuenciación y reacciones de PCR  
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ -> 3’ Gen diana (Posición desde ATG) 
25cd-MUT F3 ACG AAA CAG GCC GAA GCC omp25d (-1281) 
25c-R   CGC CAT CGC ATT CCG TTG omp25d (-215) 
25d-R CTG AAG GGT AAA TGC GGC omp25d (+786) 
25cd-MUT R3 CCA GCA CGA GAA ACC AGT omp25d (+1112) 
25cd-MUT R2 GAA CCC TGC CAG TAG GAA omp25d (+1842) 
22-MUT F2 ATG TGA AGG TTC TTG CCG omp22 (-1158) 
22-MUT F3 TCC TCG TCC ATA ACC ACC omp22 (-368) 
22R GTT TGA ATC CCG GCT GTT omp22 (+764) 
22-MUT R2 TGC GTG TTC ATG CCT CAT omp22 (+1310) 
Universal - F GTT TTC CCA GTC ACG AC plásmido pGEM®-T Easy 
Universal - R CAG GAA ACA GCT ATG AC plásmido pGEM®-T Easy 
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TABLA V. Cebadores utilizados en la obtención de cepas mutantes de B. ovis PA           
en genes implicados en la virulencia de estirpes lisas de Brucella. 
 
Cebadores empleados en la construcción de un mutante polar  
de B. ovis PA en el operón virB 
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ -> 3’ Gen/plásmido diana (Posición desde ATG) 
virBMUT-F ACT GTT GCA CCT CAG ACT virB1 (+11) 
virBMUT-R        CGT CGC CAG AAA ACC ATT virB4 (+1077) 
KanF-MluI        ACG CGT CAG GAA ACA GCT ATG ACC  plásmido pUC4K 
KanR-EcoNI      CCT CGA TAA GGC TCG TGA AGA AGG TGT TG plásmido pUC4K 
Cebadores usados para la construcción de las cepas mutantes 
 no polares ΔvjbR, Δcgs, ΔbacA y ΔvirB2 de B. ovis PA  
(los nucleótidos resaltados en negrita son secuencias complementarias a los oligos X-R Ovl) 
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ -> 3’ Gen/plásmido diana (Posición desde ATG) 
vjbRMUT-F AGA AAG GCG AGC TTC GTT vjbR (-942) 
vjbRMUT-R CAC GCT GAT TGT CGC AAA vjbR (+1671) 
vjbR-F Ovl GTT CAT TTT CCG AAT TAC GGC ATT ATC GAT ATG CCC vjbR (+768) 
vjbR-R Ovl GTA ATT CGG AAA ATG AAC vjbR (+42) 
cgsMUT-F CGT GTG CTT TTG CTG GAT cgs (-1000) 
cgsMUT-R CAC GAT CAG AAG ATT GCC cgs (+9513) 
cgs-F Ovl ATG CCC GAA TTG TCT TCT GTA GAG CTT CCC AAA CAG cgs (+8583) 
cgs-R Ovl AGA AGA CAA TTC GGG CAT cgs (0) 
bacAMUT-F CTT TTC GAT GGG GTA TGG bacA (-1001) 
bacAMUT-R TTT TGC CGT TAC GAG CCT bacA (+2229) 
bacA-F Ovl GCG TCA TTT TTC CCC CGT GCA GCC ATT CAT GGC GAG bacA (+1182) 
bacA-R Ovl ACG GGG GAA AAA TGA CGC bacA (+5) 
virBMUT-F ACT GTT GCA CCT CAG ACT virB1 (+11) 
virB-R3 GGT GCC CAG ATA TTC ATC virB4 (+666) 
virB2-F Ovl ATG AAA ACC GCT TCC CCC GCC GCC GAA ATT GCC TCT virB2 (+287) 
virB2-R Ovl GGG GGA AGC GGT TTT CAT virB2 (0 
Oligonucleótidos utilizados en secuenciación y reacciones de PCR de comprobación 
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ -> 3’ Gen diana/plásmido (Posición desde ATG) 
Universal – F GTT TTC CCA GTC ACG AC plásmido pGEM®-T Easy 
Universal – R CAG GAA ACA GCT ATG AC plásmido pGEM®-T Easy 
virB2-F2 CAC TAC CCA ATA ATG ACC virB1(-115) 
virB2-R2 TGA CAG ACC GGC GAA GTT virB4(+1185) 
virB2-F3 AAC TTT ACG GGC GGC TTC virB1(+362) 
virB2-R3 GGT GCC CAG ATA TTC ATC virB3(+666) 
virB2-F4 CGG ATT CTA CCT CAC CTA virB2(+38) 
virB2-R4 GAT GGC ACG GAA CAA GGT virB4(+198) 
vjbR-F2 AGA GGC ATC GAA CCG TTT vjbR (-1038) 
vjbR-R2 GAG GTG AAG GAT GAA TTG vjbR (+1783) 
vjbR-F3 TTG CAG CAC GCT TTT ACG vjbR (-507) 
vjbR-R3 GAA ACC ATC ATC GCG GAA vjbR (+1254) 
vjbR-F4 GCG CTT CTA ACC CGC ATC vjbR (+101) 
cgs-F2 TGC GCT GGA GCT TCT TGA cgs (-1119) 
cgs-R2 CTT GCC CTT CGA TTT CCA cgs (+9656) 
cgs-F3 TGA TTG CAA GCC GCC GTT cgs (-586) 
cgs-R3 AGC GAA GCT CGT TGA TGA cgs (+9132) 
cgs-F4 GTA AAA GTG GTT GCG GGT cgs (+8470) 
bacA-F2 TAT CTC GTA GGC GCG GTC bacA (-1110) 
bacA-R2 ATC TCC GCC ATA TTC AAC bacA (+2327) 
bacA-F3 GGC TTT GGC TAT GTC ATC bacA (-626) 
bacA-R3 GGC CGA TGC CTA TCG AAA bacA (+1829) 
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TABLA VI. Cebadores usados en la construcción de los plásmidos empleados para la 
complementación de las cepas mutantes ΔvjbR, Δcgs y ΔvirB2 de B. ovis PA obtenidas 
en este estudio. 
 
Cebadores utilizados para la construcción de los plásmidos empleados en la 
complementación de las cepas mutantes ΔvjbR, Δcgs y ΔvirB2 de B. ovis PA 
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ -> 3’ Gen diana/plásmido (Posición desde ATG) 
vjbR-F comp TTC GGG ACA ATG TGG AGT vjbR (-305) 
vjbR-R comp CTG AAA CGC GTC TGA GCT vjbR (+861) 
cgs-F comp TTT GCA TCC GTG ATC TCG cgs (-291) 
cgs-R comp TCC ATA AAC AGA CAG GCC cgs (+8952) 
virB2-F comp TCG CAC ACC ATA GAC GCA virB2(-336) 
virB2-R comp GAT TCC TGT GGT GCC GTT virB2(+336) 
 
 
3.3 Plásmidos obtenidos.  
 
A continuación se recogen en diversas Tablas, los plásmidos obtenidos en el 
presente trabajo. Todos ellos se encuentran además representados en los apartados en 
los cuales se detalla su construcción. 
 
 
Tabla VII. Relación de plásmidos obtenidos con el fin de purificar PMEs recombinantes 
pertenecientes a la familia Omp25/Omp31. 
 
Plásmidos obtenidos para la purificación de proteínas recombinantes de la familia 
Omp25/Omp31 
Nombre Breve Descripción 
pNV31b303 Región de omp31b correspondiente a la proteína madura (sin péptido señal) de B. abortus 544, 
amplificada mediante 31bMAT-BglII + 31bR2-SfuI y clonada en pGEM®-T Easy en orientación 
inversa a lacZ. Ampr 
pNV25b304   Región de omp25b correspondiente a la proteína madura (sin péptido señal) de B. ovis PA, 
amplificada mediante 25bcMAT-BamHI + 25bR-SfuI y clonada en pGEM®-T Easy en orientación 
inversa a lacZ. Ampr 
pNV25c304 Región de omp25c correspondiente a la proteína madura (sin péptido señal) de B. melitensis 
16M, amplificada mediante 25bcMAT-BamHI + 25cR-SfuI y clonada en pGEM®-T Easy en 
orientación inversa a lacZ. Ampr 
pNV25d302 Región de omp25d correspondiente a la proteína madura (sin péptido señal) de B. ovis PA, 
amplificada mediante 25dMAT-BamHI + 25dR-SfuI y clonada en pGEM®-T Easy en orientación 
inversa a lacZ. Ampr 
pNV22300        Región de omp22 correspondiente a la proteína madura (sin péptido señal) de B. ovis PA, 
amplificada mediante 22MAT-F + 22R y clonada en pGEM®-T Easy en orientación directa a lacZ. 
Ampr 
pNV31b304 Inserto BglII-SfuI de pNV31b303 clonado en pTrcHis B digerido con las mismas enzimas. Ampr 
pNV25b305 Inserto BamHI-SfuI de pNV25b304 clonado en pTrcHis A digerido con las mismas enzimas. Ampr 
pNV25c306 Inserto BamHI-SfuI de pNV25c304 clonado en pTrcHis A digerido con las mismas enzimas. Ampr 
pNV25d303 Inserto BamHI-SfuI de pNV25d302 clonado en pTrcHis A digerido con las mismas enzimas. Ampr 
pNV22302    Inserto SphI-SalI de pNV22300 clonado en pUC19 digerido con las mismas enzimas. Ampr 
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Tabla VIII. Listado de plásmidos construidos con la finalidad de inactivar los genes omp25d y 
omp22 de B. canis RM6/66, B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33. 
 
Plásmidos construidos para la inactivación de los genes omp25d y omp22 
Nombre Breve Descripción 
pAM25d01   omp25d de B. abortus 2308 amplificado por PCR mediante Omp25c-F + 25cd-MUT R y clonado 
en pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr 
pAM25d02         pAM25d01 (digerido con NdeI + ClaI y tratado con Klenow) más inserto BamHI (Kanr) de 
pUC4K tratado con Klenow, clonado en dirección inversa al gen omp25d. Ampr y Kanr 
pAM25d03        Inserto SphI + SacI de pAM25d02 (contiene Δomp25d) clonado en pCVD442 digerido con  
SphI + SacI. Ampr, Kanr y Sacs. 
pAM2201           omp22 de B. abortus 2308 amplificado por PCR mediante 22-MUT F + 22-MUT R y clonado en 
pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr 
pAM2203 pAM2201 (digerido con RsrII + StuI) más inserto RsrII + NaeI (Kanr) de pAMKan01 en 
orientación inversa al gen omp22. Ampr y Kanr  
pAM2204   Inserto SphI + SacI de pAM22d03 (contiene Δomp22) clonado en pCVD442 digerido con  
SphI + SacI. Ampr, Kanr y Sacs 
pAMKan01 Gen que confiere resistencia a kanamicina amplificado de pUC4K por PCR mediante  




Tabla IX. Plásmidos construidos para la obtención de cepas mutantes de B. ovis PA en el 
operón virB y en los genes vjbR, cgs, bacA y virB2. 
 
Plásmidos generados para la obtención de cepas mutantes de B. ovis PA en genes implicados 
en la virulencia de cepas lisas de Brucella 
Nombre Breve Descripción 
pNVvirPA01   Fragmento amplificado por PCR de B. ovis PA mediante virBMUT-F + virBMUT-R y clonado en 
pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVvirPA02      Inserto EcoRI de pNVvirPA01 (contiene ΔvirB2-3) clonado en pGEM®-7Zf (digerido con EcoRI) 
en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVvirPA03     Inserto XbaI + SacI de pNVvirPA02 (contiene ΔvirB2-3) clonado en pUC19 digerido con las 
mismas enzimas, en orientación directa a lacZ. Ampr. 
pAMKan02 Gen que confiere resistencia a kanamicina amplificado de pUC4K por PCR mediante KanF-MluI 
+ KanR-EcoNI y clonado en pGEM®-T en orientación inversa a lacZ. Ampr y Kanr  
pNVvirPA04      pNVvirPA03 (digerido con MluI + EcoNI) más inserto MluI + EcoNI (Kanr) de pAMKan02 en 
orientación inversa a los genes virB. Ampr y Kanr 
pNVvirPA05 Inserto XbaI + SacI de pNVvirPA04 (contiene ΔvirB2-3) clonado en pCVD442 digerido con 
XbaI + SacI. Ampr, Kanr y Sacs 
pCVDKan-D Plásmido pCVD442 digerido con AspI + NdeI para extraer el gen de resistencia a ampicilina, 
tratado con klenow e insertado en este sitio, el gen de resistencia a kanamicina procedente de 
la digestión del plásmido pUC4K con HincII. Amps, Kanr y Sacs. 
pNVvjbR01    ΔvjbR de B. ovis PA obtenido por PCR “de solapamiento” mediante vjbRMUT-F y vjbR-R Ovl + 
vjbR-F Ovl y vjbRMUT-R, clonado en pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVvjbR03      Inserto SphI + SalI de pNVvjbR01 (contiene ΔvjbR) clonado en pCVDKan-D digerido con las 
mismas enzimas. Kanr y Sacs. 
pNVcgs01 Δcgs de B. ovis PA obtenido por PCR “de solapamiento” mediante cgsMUT-F y cgs-R Ovl +  
cgs-R Ovl y cgsMUT-R, clonado en pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVcgs03 Inserto SacI + SphI de pNVcgs01 (contiene Δcgs) clonado en pCVDKan-D digerido con las 
mismas enzimas. Kanr y Sacs. 
pNVbacA01 ΔbacA de B. ovis PA obtenido por PCR “de solapamiento” mediante bacAMUT-F y bacA-R Ovl + 
bacA-R Ovl y bacAMUT-R, clonado en pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVbacA02 Inserto extraído de pNVbacA01 mediante digestión parcial con EcoRI que contiene ΔbacA, 
clonado en pGEM®-7Zf  (digerido con EcoRI) en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVbacA03 Inserto SacI + XbaI de pNVbacA02 (contiene ΔbacA) clonado en pCVDKan-D digerido con las 
mismas enzimas. Kanr y Sacs. 
pNVvirB201   ΔvirB2 de B. ovis PA obtenido por PCR “de solapamiento” mediante virBMUT-F y virB2-R Ovl + 
virB2-F Ovl y virB-R3, clonado en pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVvirB202 Inserto EcoRI de pNVvirB201 (contiene ΔvirB2) clonado en pGEM®-7Zf (digerido con EcoRI) en 
orientación directa a lacZ. Ampr. 
pNVvirB203 Inserto XbaI + SacI de pNVvirB202 (contiene ΔvirB2) clonado en pCVDKan-D digerido con las 
mismas enzimas. Kanr y Sacs. 
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Tabla X. Listado de plásmidos generados para la complementación de las cepas mutantes 
ΔvjbR, Δcgs y ΔvirB2 de B. ovis PA obtenidas en el presente trabajo. 
 
Plásmidos construidos para la complementación de las cepas mutantes ΔvjbR, Δcgs y ΔvirB2 
de B. ovis PA 
Nombre Breve Descripción 
pNVvjbR01-COM Fragmento amplificado por PCR de B. ovis PA mediante vjbR-F compl + vjbR-R compl y 
clonado en pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVvjbR03-COM Inserto ApaI + SacI de pNVvjbR01 (contiene vjbR) clonado en pBBR1MSC2 (digerido con 
las mismas enzimas) en orientación directa a lacZ. Kanr. 
pNVvjbR04-COM Inserto KpnI + SacI de pNVvjbR03 (contiene vjbR) clonado en pBBR1MSC4 (digerido con 
las mismas enzimas) en orientación directa a lacZ. Ampr. 
pNVcgs01-COM Fragmento amplificado por PCR de B. ovis PA mediante cgs-F compl + cgs-R compl y 
clonado en pGEM®-T Easy en orientación directa a lacZ. Ampr. 
pNVcgs02-COM Inserto NotI de pNVcgs01 (contiene cgs) clonado en pBBR1MSC2 (digerido parcialmente 
con NotI) en orientación directa a lacZ. Kanr. 
pNVvirB201-COM Fragmento amplificado por PCR de B. ovis PA mediante virB2-F compl + virB2-R compl y 
clonado en pGEM®-T Easy en orientación inversa a lacZ. Ampr. 
pNVvirB202-COM Inserto ApaI + SacI de pNVvirB201 (contiene virB2) clonado en pBBR1MSC2 (digerido 




3.4 Métodos de transformación en bacterias. 
 
3.4.1 Transformación en Escherichia coli. 
 
El proceso de transformación en E. coli se realizó siguiendo el método diseñado 
por Hanahan en 1983, basado en un choque térmico a células competentes obtenidas 
mediante tratamiento con CaCl2 (método descrito por Cohen et al., 1972). A la hora de 
llevarlo a cabo, se mezclaron, en primer lugar, las células competentes con el ADN 
plasmídico a introducir en la bacteria y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. 
Transcurrido este tiempo, las células se sometieron a un choque térmico en un baño 
termostatizado a 42 ºC, durante 1 minuto, y se depositaron de nuevo en hielo 2 minutos. 
A continuación, se añadió 1 ml de LB y se incubaron durante 1 hora a 37 ºC con el fin de 
permitir la expresión de los genes marcadores de resistencia a antibióticos que porta el 
plásmido introducido. Finalmente, la selección de los clones transformantes se realizó en 
placas de LB suplementadas con los antibióticos adecuados para cada caso e incubadas 
durante 24 horas a una temperatura de 37 ºC. 
 
3.4.2 Transformación en Brucella spp. por electroporación. 
 
Este método de transformación bacteriana consiste en la administración de pulsos 
rápidos de una corriente eléctrica de gran voltaje con el fin de producir poros transitorios 
en la membrana plasmática para poder introducir ADN plasmídico en la célula. Para 
llevarlo a cabo, se recogió la biomasa crecida en placas de TSA-YE-HS incubadas a 37 ºC 
durante 24 horas, en el caso de B. canis, B. abortus 2308 y B. neotomae, o 48 horas 
para B. ovis. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con agua estéril 
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(centrifugando en cada lavado a 2000 x g, 5 minutos) y se ajustaron a una D.O600 nm 
adecuada, según cada cepa (ver Tabla XI). A continuación, se mezclaron 40 μl de células 
electro-competentes con 10 μl de solución de ADN plasmídico a introducir 
(preferiblemente, 3 μg de ADN). La mezcla se transfirió a una cubeta estéril de 
electroporación de 0,2 cm de separación entre los electrodos (BIO RAD) y se sometió a 
descarga eléctrica en el electroporador MicropulserTM de BIO RAD (Tabla XI). 
Seguidamente, las células se resuspendieron en 1 ml de medio líquido TSB-YE-HS, se 
pasaron a placas de 35 mm de diámetro para cultivo celular y se incubaron a 37 ºC 
durante 6 horas (24 horas para B. ovis). Finalmente, los clones transformantes se 
seleccionaron en placas de TSA-YE-HS suplementadas con los antibióticos necesarios e 
incubadas durante 48-72 horas hasta visualizar colonias. 
 
                                   Tabla XI. Condiciones de electroporación utilizadas. 
 
  Cepa D.O.600 nm 
Pulsos 
(2.5 kV-5 ms) 
  B. ovis  10 1-2 
  B. canis RM6/66  10 2 
  B. abortus 2308 20 1-2 
  B. neotomae 5K33 20 2 
 
 
3.5 Extracción de ADN plasmídico de E. coli. 
 
Para la extracción de ADN plasmídico procedente de E. coli con un alto grado de 
pureza, se empleó el kit “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega 
Corp.), siguiendo las instrucciones facilitadas por la casa comercial. Cuando fue necesaria 
la obtención de una gran cantidad de ADN plasmídico, se utilizaron las columnas de 
intercambio aniónico “Qiagen® Plasmid Midi Kit” y “Qiagen® Plasmid Maxi Kit” (Qiagen 
Inc.), aplicando una modificación al protocolo dado por el fabricante. Esta variación 
consistió en volver a precipitar el ADN obtenido tras la centrifugación con isopropanol. 
Para ello, se resuspendió el ADN en 400 μl de agua estéril y se mezcló con 45 μl de NaCl 
3 M y dos volúmenes de etanol al 100 %. Posteriormente, se mantuvo 30 minutos a -20 
ºC y se centrifugó después 20 minutos a 16.000 x g. El residuo obtenido se lavó con 
etanol al 70 % (v/v), se dejó secar y finalmente, se resuspendió en agua estéril. 
A la hora de analizar múltiples colonias resultantes de la transformación de E. coli 
con mezclas de ligaciones, se empleó el método de lisis alcalina (descrito por Birnboim 
and Doly, 1979), extrayendo el ADN con fenol-cloroformo-isoamílico y precipitándolo con 
etanol al 100 %. Este procedimiento permite conseguir ADN plasmídico con un grado de 
pureza suficiente para poder realizar reacciones de digestión de ADN con enzimas de 
restricción, siendo un método menos costoso que el anterior. 
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3.6 Extracción de ADN cromosómico de Brucella spp. 
 
La obtención de ADN cromosómico de las diferentes especies de Brucella 
empleadas en este trabajo se realizó mediante el kit comercial “UltraCleanTM Microbial 
DNA Isolation Kit” (MO BIO, Laboratories, Inc.), partiendo de una suspensión en agua 
estéril (ajustada a una D.O.600 nm de 4) de un cultivo en placa y siguiendo las 
instrucciones ofrecidas por el fabricante. 
 
3.7 Técnicas generales de manipulación y análisis de ADN. 
 
3.7.1 Reacciones enzimáticas. 
 
Los diversos tratamientos enzimáticos a los que fue sometido el ADN se 
efectuaron teniendo en cuenta en cada caso, las recomendaciones hechas por las 
diferentes casas comerciales. Entre las diferentes reacciones enzimáticas realizadas en el 
presente trabajo se encuentran: 
o Digestión del ADN con endonucleasas de restricción. Estas reacciones se llevaron 
a cabo siguiendo las instrucciones de temperatura y concentración de sales óptimas 
suministradas por los proveedores (Roche, New England Biolabs y Promega Corp.) y se 
emplearon de forma rutinaria para la caracterización física de los fragmentos de ADN, así 
como para la construcción de moléculas recombinantes. 
o Creación de extremos romos a partir de extremos protuberantes creados en el 
ADN tras la digestión con ciertas enzimas de restricción. Para ello, se utilizó el fragmento 
Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli, en presencia de dNTPs y siguiendo la 
metodología facilitada por el fabricante (Roche). 
o Ligación de moléculas de ADN mediante el empleo de la ADN ligasa del fago T4 
(Promega Corp.). Esta enzima cataliza la unión covalente de extremos cohesivos o romos 
de ADN mediante la formación de un enlace fosfodiéster entre los grupos 3’-hidroxilo y 
5’-fosfato libres.  
 
3.7.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
 
Esta técnica permite la amplificación de forma exponencial de ácidos nucleicos 
(Mullis et al., 1986) y se ha utilizado en el presente trabajo con diferentes finalidades, las 
cuales se detallan en los Apartados correspondientes. Las diversas reacciones de PCR se 
llevaron a cabo siguiendo el protocolo general descrito por Sambrook and Russell en 
2001. Cuando el fin de la PCR fue clonar el producto en un plásmido o su secuenciación, 
se empleó el kit “ExpandTM Long Template PCR System” (Roche). Para ello, se prepararon 
reacciones en un volumen total de 50 μl que contenían ADN molde [plásmidico (entre 10-
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50 ng), cromosómico (100 ng) o colonias aisladas de las diferentes especies de Brucella 
utilizadas resuspendidas en 10 μl de agua estéril], 1 μl de una preparación 100 μM de 
cada uno de los dos cebadores a utilizar, 1,75 μl de una mezcla 10 mM de los cuatro 
didesoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), 5 μl de una solución 17,5 mM de MgCl2 y 0,75 μl 
de una mezcla de ADN polimerasas Taq y Pwo (3,5 unidades/μl). Cuando no fue 
necesario obtener productos de PCR con una alta fidelidad, se utilizó el kit “GoTaq® 
Green Master Mix” (Promega Corp.), el cual proporciona una mezcla de dNTPs, MgCl2 y 
ADN polimerasa Taq en unas concentraciones óptimas para la amplificación del ADN. 
Además contiene dos colorantes (azul y amarillo) que permiten el análisis directo de las 
reacciones de PCR en geles de agarosa. 
Las reacciones de PCR se efectuaron utilizando el termociclador My CyclerTM (BIO 
RAD). La temperatura de anillamiento usada varió en función de los cebadores 
empleados (entre 58 – 60 ºC), al igual que el número de ciclos (entre 30 – 35), con el fin 
de obtener una mayor eficiencia en la amplificación del producto.  
 
3.7.3 Secuenciación de ADN. 
 
El análisis de las secuencias nucleotídicas de moléculas de ADN fue llevada a cabo 
por el Servicio de Secuenciación Automática de ADN de la Universidad de Salamanca, por 
el Dr. Manuel Sánchez Hernández, mediante la utilización del secuenciador automático 
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). El procedimiento seguido se 
basa en el método de terminación de cadena diseñado por Sanger et al., 1977, 
empleando un sistema de marcaje por fluorescencia. Cada reacción proporcionada para 
la secuenciación contenía entre 50 – 150 ng del ADN de interés, según se tratase de 
productos de PCR o de plásmidos, y 3 pmoles del oligonucleótido adecuado, en un 
volumen final de 8 μl. El análisis bioinformático de las secuencias obtenidas se realizó 
mediante los programas ABI PRISM Edit View y 4Peaks. 
 
3.7.4 Electroforesis de ADN en gel de agarosa. 
 
El análisis de moléculas de ADN obtenidas por tratamiento con endonucleasas de 
restricción, por reacciones de PCR o purificadas por otros diversos métodos se realizó 
mediante electroforesis en geles de agarosa. Éstos se prepararon disolviendo por 
calentamiento la agarosa (Pronadisa) en TAE (Tris-acetato 40 mM, Ácido acético 20 mM y 
EDTA-Na2+ 1mM, pH 8) en una concentración al 0,8 % (p/v), y añadiendo 
posteriormente, una vez atemperada la solución, bromuro de etidio (1 μg/ml). Para 
poder depositar correctamente las muestras a analizar en los pocillos del gel, éstas se 
mezclaron previamente con tampón de carga (Azul de bromofenol 0,1 % (p/v), Sacarosa 
38 % (p/v) y EDTA- Na2+ 67 mM) que les proporciona una densidad adecuada. Las 
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electroforesis se realizaron a una corriente constante de entre 45 y 100 V. Los diferentes 
fragmentos de ADN se visualizaron por irradiación con luz ultravioleta de longitud de 
onda corta (~ 310 nm) en el transiluminador U.V. Gel Doc 2000 (BIO RAD) y se 
identificaron gracias al empleo de los marcadores de peso molecular III y VI de Roche y 
el marcador 1 kb DNA Ladder de Promega Corp.  
 
3.7.5 Purificación de ADN a partir de gel de agarosa. 
 
Para recuperar fragmentos de ADN de interés separados electroforéticamente en 
geles de agarosa, se empleó el kit comercial GeneClean® II (Q.BIOgene) siguiendo el 
procedimiento descrito por la casa comercial. Este método se basa en la unión específica 
y reversible del ADN a una resina de sílice en presencia de altas concentraciones de sal y 
permite extraer fragmentos de ADN de entre 200 pb y 20 kb.  
 
3.7.6 Hibridación de ácidos nucleicos. 
 
• Marcaje no radioactivo de sondas de ADN. 
 
Este método permite obtener fragmentos de ADN marcados a lo largo de toda su 
extensión de una forma no radioactiva. Para ello, se empleó el kit “DIG DNA labeling” 
(Roche), que se basa en la hibridación al azar de hexanucleótidos con el ADN molde 
desnaturalizado y en la elongación posterior de la cadena de ADN mediante el empleo del 
fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli. Esta reacción conlleva además, la 
incorporación de moléculas de digoxigenina (un hapteno esteroide) unidas 
covalentemente al nucleótido dUTP (DIG-11-dUTP), que sustituyen a nucleótidos dTTP. 
Gracias a este marcaje, se puede llevar a cabo una posterior inmunodetección con 
anticuerpos antidigoxigenina conjugados con la enzima fosfatasa alcalina. El 
procedimiento de marcaje y comprobación de la calidad de la sonda se realizó siguiendo 
las instrucciones facilitadas por el fabricante. 
 
• Blot de colonias. 
 
Esta técnica permite determinar la presencia de secuencias específicas de ADN en 
colonias bacterianas crecidas en placas de cultivo, a través de la hibridación con sondas 
adecuadas de ADN. Para llevarla a cabo, las colonias a analizar se replicaron 
individualmente en placas con el medio de selección apropiado, siguiendo una plantilla 
numérica. Transcurrido el periodo de incubación necesario, las placas se cubrieron con 
una membrana de nylon de 82 mm de diámetro (Roche) durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, con el fin de transferir las colonias. A continuación, se dio la 
vuelta a la membrana y se depositó sobre papeles de filtro empapados en diferentes 
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soluciones: en una solución de desnaturalización (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M) durante 5 
minutos, en una solución de neutralización (NaCl 1,5 M, Tris-HCl 1 M, pH 7,4) durante 15 
minutos y finalmente, en una solución 2xSSC (NaCl 0,3 M, Na-citrato 0,03 M, pH 7). Una 
vez seca la membrana, se fijó el ADN a ella mediante la exposición a luz ultravioleta 
durante 3 minutos. Posteriormente, se llevó a cabo una prehibridación a 68 ºC durante 1 
hora para bloquear zonas reactivas inespecíficas de la membrana, seguida de la 
hibridación con la sonda de ADN deseada marcada con digoxigenina a la misma 
temperatura y en agitación constante durante toda la noche. Las etapas de 
prehibridación, hibridación y detección de la hibridación de la sonda con los ácidos 
nucleicos problema se realizaron siguiendo las instrucciones y utilizando los reactivos del 
kit “DIG Nucleic Acid Detection” de Roche. Éste se basa en la fijación a la sonda de 
anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina. Esta enzima cataliza una 
reacción colorimétrica que emplea 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y nitroazul de 
tetrazolio (NBT) y que da como resultado, la formación de un precipitado de color violeta 
que permite visualizar aquellos fragmentos de ADN que han hibridado con la sonda. 
 
• Southern Blot. 
 
En primer lugar, se extrajo el ADN cromosómico procedente de aquellas cepas 
silvestres o mutantes sometidas al estudio mediante el método descrito en el Apartado 
3.6. Posteriormente, este ADN se digirió con la enzima de restricción HindIII y se sometió 
a migración electroforética en gel de agarosa junto con los marcadores moleculares III y 
VI de Roche (Apartados 3.7.1 y 3.7.4, respectivamente). Una vez separados los 
fragmentos de ADN, éstos fueron transferidos a una membrana de nylon por capilaridad 
empleando una solución NaOH 0,4 M, y posteriormente, fueron fijados a ella mediante 
exposición a luz ultravioleta durante 3 minutos. A continuación, se llevaron a cabo las 
etapas de prehibridación, hibridación y detección de la hibridación tal y como se describe 
en el Apartado anterior. La identificación de los fragmentos de ADN detectados se realizó 
mediante comparación con el tamaño de las bandas obtenidas en los carriles que 
portaban los marcadores moleculares hibridados con una sonda constituida por una 
mezcla de ambos marcados con digoxigenina. 
 




• Preparación de las muestras a analizar. 
 
Las muestras que fueron objeto de estudio se prepararon procedentes de cultivo 
en placa,  en el caso del análisis de cepas de Brucella, y de cultivo líquido, en el caso de 
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la bacteria E. coli. Para ello, se recogieron las células en agua estéril y se inactivaron 
durante 1 hora a 65 ºC (únicamente para Brucella spp). Posteriormente, se efectuaron 
dos lavados con agua estéril de 5 minutos a 8.000 x g y se ajustó la D.O600 nm (en agua) 
a 20 para las cepas de Brucella y a 6 en el caso de E. coli. Finalmente, las muestras se 




La electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida en presencia de dodecil 
sulfato de sodio (SDS-PAGE) se realizó siguiendo el método descrito por Laemmli en 
1970, empleando geles contiguos de concentración y separación de proteínas, con un  
4,5 % y un 14 % de acrilamida (BIO RAD), respectivamente. Gracias a este sistema, se 
consigue obtener una mejor resolución de las bandas de proteína en el gel separador de 
acuerdo a su tamaño molecular. Como catalizadores de la polimerización de los geles, se 
utilizó el persulfato amónico (SIGMA-ALDRICH) y el TEMED (BIO RAD).  
Las muestras a analizar, preparadas como se ha indicado anteriormente, se 
diluyeron 1:2 en tampón de carga de Laemmli. El marcador de peso molecular empleado 
fue “SDS-PAGE Molecular Weight Standard, Low Range” de BIO RAD (que comprende un 
rango de tamaños desde 14,4 y 97,4 kDa) diluido 1:20 en tampón de carga de Laemmli. 
Todas las diluciones, antes de ser sometidas a la electroforesis, se hirvieron durante 10 
minutos. En geles de mayor tamaño, el volumen de muestra depositado en cada pocillo 
fue de 20 μl. En el caso de geles de menor tamaño, se cargaron 5 μl de marcador de 
peso molecular y 10 μl de cada muestra. 
Para realizar la electroforesis, dependiendo de los tamaños de los geles, se 
emplearon las cubetas de BIO RAD “Protean® II xi Cell” (geles de 16 x 20 cm, con un 
grosor de 0,75 mm) y “Mini-PROTEAN® 3 Cell” (geles 8 x 7,3cm y 0,75 mm de espesor), 
usando una intensidad de corriente constante de 20 mA/gel para el primero, y 100 V/gel 
para el segundo. Cada litro del tampón de electroforesis usado estaba compuesto por 
3,03 g de Tris-HCl (SIGMA-ALDRICH), 14,4 g de Glicina (SIGMA-ALDRICH) y 1 gramo de 
SDS (BIO RAD). 
Una vez concluida la electroforesis, los geles se mantuvieron en una solución de 
fijación (Isopropanol 25 % (v/v) y Ácido acético 7 % (v/v), ambos de Panreac) durante 
30 minutos y posteriormente, se tiñeron con Azul brillante Coomassie R-250  (BIO RAD) 
al 0,01 % (p/v) en Metanol 45 % (v/v) (Panreac) y Ácido acético 10 % (v/v) (Panreac), 
dejándolos toda la noche en agitación. Con el fin de salvaguardarlos en el tiempo, los 
geles se sumergieron en glicerol al 5 % durante 1 hora y después, se desecaron a 80 ºC 
durante 45 minutos, en el secador de geles Model 583 (BIO RAD). 
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3.8.2 Western Blot. 
 
Recibe el nombre de Western Blot el proceso de transferir proteínas desde un gel 
de poliacrilamida a un soporte sólido (Burnette et al., 1981, Towbin et al., 1992). Para 
llevarlo a cabo, una vez separadas las proteínas mediante la técnica SDS-PAGE (descrita 
en el Apartado 3.8.1), los geles se equilibraron en tampón de transferencia (5,81 g Tris-
HCl (SIGMA-ALDRICH), 2,93 g Glicina (SIGMA-ALDRICH), 0,375 g SDS (BIO RAD) y 200 
ml Metanol (Panreac) para 1 litro) durante 10 minutos. Posteriormente, se realizó la 
transferencia a membranas de nitrocelulosa de 0,45 μm (BIO RAD) empleando el equipo 
“TE 70 PWR Semi-Dry Transfer Unit” de Amersham Biosciences, a una intensidad de 
corriente constante de 150 mA, durante 1 hora y 15 minutos. Con la finalidad de verificar 
la calidad de la transferencia, las membranas se tiñeron con Rojo Ponceau (SIGMA-
ALDRICH) al 0,1 % (p/v) en Ácido acético al 5 % (v/v) (Panreac) durante 10 en 
agitación, seguido de lavados con agua. 
Para llevar a cabo la detección inmunológica de las proteínas inmovilizadas en las 
membranas, en primer lugar éstas se incubaron en una solución de saturación, 
compuesta por leche descremada en polvo (OXOID) al 1 % en TBS (Tris-HCl 20 mM 
(SIGMA-ALDRICH) y NaCl 500 mM (Panreac) a pH 7,5), durante 30 minutos, para 
bloquear los sitios activos de las membranas no ocupados por proteínas. Seguidamente, 
las membranas se mantuvieron expuestas durante toda la noche en agitación a los 
anticuerpos policlonales (AcPs) o monoclonales adecuados (AcMs), diluidos en el tampón 
de dilución (solución de saturación diluida 1/3 en TBS). Las diluciones empleadas fueron 
1/5 para AcMs de ratón procedentes de sobrenadantes de cultivo de hibridomas (Tabla 
XII), 1/6000 para los AcMs procedentes de líquido ascítico (Tabla XII) y de 1/500 a 1/10 
para los AcPs.  
Posteriormente, tras realizar tres lavados de 5 minutos de duración con Tween 20 
al 0,5 % (v/v) (Merck) en TBS, las membranas se incubaron 1 hora con anticuerpos 
secundarios de la clase IgG conjugados con peroxidasa, diluidos 1/500 en el tampón de 
dilución. Una vez transcurrido el periodo de incubación, las membranas se sometieron a 
3 lavados de 5 minutos con TBS y finalmente, se revelaron con 4-cloro-1naftol al 0,05 % 
(SIGMA-ALDRICH) y H2O2 al 30 % (SIGMA-ALDRICH) en TBS, parando la reacción 
inmunológica con lavados con agua cuando se estimó oportuno. Todas las incubaciones 
realizadas a lo largo del proceso se realizaron a temperatura ambiente y con agitación 
constante. 
 
3.8.3 Anticuerpos monoclonales utilizados.  
 
En la Tabla XII se recogen todos los anticuerpos monoclonales utilizados en los 
diferentes Western Blot realizados en el presente trabajo. 
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Tabla XII. Anticuerpos monoclonales empleados en Western Blot en el presente trabajo. 
 
Nombre Abreviaturaa Especificidad Origen Referencia 
A59/05F01/C09 AcM-C09 Anti-Omp25 Líquido ascítico Cloeckaert et al., 1990 
A59/10F09/G10 AcM-G10 Anti-Omp31 
B. melitensis 
Sobrenadante de  
cultivo de hibridomas 
Cloeckaert et al., 1990 
A01/08H06/G02 AcM-G02 Anti-Omp31 
B. ovis 
Sobrenadante de 
cultivo de hibridomas 
Cloeckaert et al., 1990 
Vizcaíno et al., 2001b 
 a En el texo se utilizarán las abreviaturas de los AcMs mostradas en la Tabla. 
 
 
3.8.4 Detección de citoquinas.  
 
La cuantificación de la producción de citoquinas por macrófagos murinos J774.A1 
después de ser infectados con Brucella spp., se llevó a cabo mediante inmunoensayos 
enzimáticos en sándwich comerciales (Sándwich-ELISA). Para ello, se recogieron los 
sobrenadantes de los cultivos celulares a diferentes tiempos tras el periodo de infección 
con las diferentes cepas silvestres o mutantes (Apartado 8.4) y se conservaron a -80 ºC 
hasta su utilización. Los kits empleados fueron “Mouse TNFα BD OptEIA ELISA Set II” y 
“Mouse IL12 BD OptEIA ELISA Set” (BD Biosciences Pharmingen) para el análisis del 
TNFα y de la IL12, respectivamente. Cada uno de ellos se llevó a cabo siguiendo las 
instrucciones facilitadas por el fabricante. 
 
 
4. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A PROTEÍNAS DE  
LA MEMBRANA EXTERNA DE LA FAMILIA Omp25/Omp31. 
 
4.1 Genes de la familia omp25/omp31 empleados. 
 
Los genes de la familia omp25/omp31 que se han utilizado en la obtención de 
anticuerpos policlonales se recogen en la Tabla XIII. 
 
 
TABLA XIII. Identificación de los genes omp25/omp31 empleados en la obtención de 
anticuerpos policlonales. 
 









Identificación en el 
genoma completo 
de B. suis 1330 
(Paulsen et al., 2002) 
omp31b B. abortus AY484528.1 Vizcaíno et al., 2004 BRI 1622 
omp25b B. melitensis BMI 1007 Del Vecchio et al., 2002 BRI 0971 
omp25c B. ovis AY484547.1 Vizcaíno et al., 2004 BRI 0119 
omp25d B. ovis AY484555.1 Vizcaíno et al., 2004 BRI 0118 
omp22 B. ovis AY484563.1 Vizcaíno et al., 2004 BRI 1284 
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4.2 Construcción de los plásmidos portadores de los genes 
codificadores de las proteínas recombinantes. 
 
Las distintas etapas de este proceso se encuentran representadas en las Figura 
9A y 9B. Así, en primer lugar se amplificaron mediante PCR las regiones correspondientes 
a las proteínas maduras (sin la secuencia codificante del péptido señal) de la familia 
Omp25/Omp31. Para ello se empleó como ADN molde: el de B. ovis PA para la 
amplificación de los genes omp25c (con los cebadores 25bcMAT-BamHI + 25cR-SfuI), 
omp25d (con 25dMAT-BamHI + 25dR-SfuI) y omp22 (con 22MAT-F + 22R); el de B. 
abortus 544 para omp31b (con 31bMAT-BglII + 31bR2-SfuI) y el de B. melitensis 16M 
para omp25b (con 25bcMAT-BamHI + 25bR-SfuI). Los cebadores, detallados en la Tabla 
III, se diseñaron de manera que los productos de PCR obtenidos tuviesen, en el extremo 
3’ terminal, un sitio de corte para la enzima de restricción SfuI y en el extremo 5’, uno 
para BamHI o BglII, con el fin de facilitar su posterior clonación en el vector de 
expresión. 
Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron clonados, en primer lugar, 
en el vector pGEM-T® Easy, y posteriormente, en los vectores de expresión pTrcHisA o 
pTrcHisB mediante digestión con la pareja de enzimas BamHI/SfuI o BglII/SfuI, según el 
caso. De esta manera, las secuencias amplificadas correspondientes a las regiones 
maduras de las proteínas quedaron en fase con el codón de iniciación de la traducción 
que portan estor vectores de expresión (Figura 9A). 
En el caso de la obtención de la proteína recombinante Omp22 se lograron 
mayores niveles de producción empleando una estrategia diferente. En primer lugar se 
clonó la región madura de la proteína Omp22 amplificada por PCR con los cebadores 
22MAT-F + 22R (Tabla III) en el vector pGEM®-T Easy en orientación directa a lacZ. A 
continuación, se digirió el plásmido obtenido con SphI y SalI y el fragmento codificante 
se ligó al vector pUC19, digerido también con las mismas enzimas de restricción. 
Finalmente, mediante HindIII y BamHI, la secuencia amplificada fue insertada en el 
vector pTrcHisA (Figura 9B). 
Todos los plásmidos obtenidos para la purificación de proteínas recombinantes de 
la familia Omp25/Omp31 se recogen en la Tabla VII del Apartado 3.3. Las construcciones 
se verificaron mediante secuenciación de los plásmidos finales resultantes, empleando los 
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Figura 9. A. Pasos seguidos en la construcción de los plásmidos recombinantes utilizados para 
la purificación de las PMEs de la familia Omp25/Omp31. En primer lugar se llevaron a cabo 
reacciones de PCR utilizando los oligonucleótidos indicados con el fin de amplificar la región madura de 
cada PMEs de interés en cada una de las cepas de Brucella señaladas. Posteriormente, los productos de 
PCR se clonaron en el vector pGEMT®-easy en orientación inversa a lacZ. Finalmente, de los plásmidos 
resultantes se extrajeron los insertos de ADN empleando las enzimas de restricción necesarias para que 
posteriormente, el marco de lectura de cada gen omp amplificado quedara en fase con el codón de 


































































































Clonación en pGEM®-T easy2
Clonación en pTrcHis A-B3A
Digestión enzimática
con BamHI y SfuI
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Figura 9 (Continuación). B. Estrategia seguida para la construcción del plásmido pNV22303 
utilizado en la purificación de la PME Omp22 de B. ovis PA. Inicialmente, el producto de PCR 
amplificado con los cebadores 22MAT-F y 22R se clonó en orientación directa a lacZ en el vector pGEMT®-
easy. A continuación, se extrajo el inserto de ADN mediante SphI y SalI y se insertó en el plásmido pUC19 
digerido con las mismas enzimas de restricción. Finalmente, del plásmido recombinante resultante 
(pNV22302), mediante HindIII y BamHI, se clonó la secuencia amplificada en pTrcHisA. De esta forma, el 
gen omp22 quedó en fase con el codón de inicio de la traducción que porta este vector de expresión. 
 
 
4.3 Inducción de la expresión de los genes recombinantes en E. coli. 
 
Los vectores de expresión que contenían los genes recombinantes se introdujeron 
en las cepas de E. coli JM109 y BL21 (DE3) mediante transformación. Posteriormente, 
partiendo de las colonias aisladas obtenidas, se realizaron precultivos en 10 ml de medio 
LB suplementado con ampicilina (50 μg/ml) y se incubaron durante toda la noche en 
agitación (200 rpm) a una temperatura de 37 ºC. Pasado este tiempo, se midieron las 
D.O.600 nm de los precultivos y a partir de éstos, se inocularon cultivos de 50 ml (LB-
ampicilina) con el volumen necesario para obtener una D.O. 600 nm inicial de 0,05. 
Transcurridas dos horas de incubación a 37 ºC, se añadió IPTG al cultivo a una 
concentración final de 1 mM para inducir la expresión, y se continuó la incubación 
durante 6 horas más. Finalmente, las células se recogieron por centrifugación durante 10 
minutos a 10.000 x g y el sedimento obtenido, se guardó a -20 ºC hasta su utilización 
para la purificación de las proteínas recombinantes. 
Con el fin de verificar la correcta inducción de la expresión de las proteínas 
recombinantes durante el proceso, se analizó (mediante SDS-PAGE y tinción con Azul 
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periodo de incubación. Para ello, una alícuota del cultivo se ajustó a D.O.600 nm de 6 en 
agua estéril y se conservó a -20 ºC hasta su uso. La cepa de E. coli BL21 (DE3) fue la 
que mayores niveles de síntesis presentó, excepto para las proteínas recombinantes 
Omp31 y Omp25d,  las cuales se purificaron empleando la cepa de E. coli JM109. 
 
4.4 Obtención de los extractos celulares. 
 
Las células de E. coli recogidas tras la inducción con IPTG se resuspendieron en 
10 ml del tampón de lisis a pH 7,8 del kit “ProBondTM Purification System” (Invitrogen 
Corp.). A continuación, los homogenizados se agitaron suavemente durante 10 minutos 
con el fin de romper las paredes celulares y se sonicaron en hielo, aplicándoles 3 pulsos 
de 5 segundos de duración cada uno de ellos mediante el aparato Sonic Dismembrator 
(DYNATECH) a una potencia de carga de 60 %. Para eliminar los restos celulares, se 
realizó una centrifugación a 3000 x g durante 15 minutos y el lisado obtenido 
(sobrenadante) se guardó a -20 ºC hasta su uso. 
 
4.5 Purificación de las proteínas recombinantes. 
 
La purificación de las proteínas recombinantes de la familia Omp25/Omp31 que se 
sintetizaron en E. coli como proteínas de fusión con 6 residuos de histidina en el extremo 
N-terminal (ver Apartado 3.1), se llevó a cabo en condiciones desnaturalizantes, 
empleando el kit “ProBondTM Purification System” (Invitrogen Corp.). Este sistema 
consiste en una cromatografía de afinidad basada en la interacción de la cola de fusión de 
histidinas con los iones Ni2+ de la resina proporcionada. Para llevar a cabo la purificación, 
en primer lugar, se pre-equilibró la resina de Ni2+ contenida en las columnas tal y como 
indica el fabricante en el protocolo facilitado. Posteriormente, ésta se mezcló con el 
extracto celular obtenido como se describe en el Apartado anterior, y se dejó en agitación 
suave durante 10-20 minutos. Transcurrido este tiempo, para eliminar las proteínas 
unidas inespecíficamente, la resina fue sometida a diferentes lavados con tampones que 
poseen un pH decreciente. Finalmente, las proteínas recombinantes fueron extraídas de 
las matrices empleando el tampón de elución, con un pH de 4. Las fracciones recogidas, 
de 1 ml cada una de ellas, se dializaron en agua usando una membrana semipermeable 
(con un límite inferior de retención de aproximadante 12.000 kDa) (SIGMA-ALDRICH) 
con el fin de eliminar los solutos de bajo peso molecular contenidos en el tampón de 
elución. Las proteínas recombinantes obtenidas en las fracciones dializadas se 
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4.6 Cuantificación de las proteínas recombinantes obtenidas. 
 
Las fracciones proteicas dializadas obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE y 
tinción con Azul brillante Coomassie R-250 para verificar la correcta extracción de las 
proteínas recombinantes. Para determinar la cantidad obtenida, se utilizó el método 
descrito por Bradford en 1976, que se basa en la afinidad que poseen las proteínas por el 
Azul Brillante Coomassie. A la hora de llevarlo cabo, se empleó el kit “Bio-Rad Protein 
Assay” (BIO RAD). 
 
4.7 Inmunización de conejos y obtención de anticuerpos frente a las 
PMEs de la familia Omp25/Omp31. 
 
Para la obtención de anticuerpos frente a las proteínas recombinantes de la 
familia Omp25/Omp31 purificadas, se emplearon conejos hembra de la raza albina 
Neozelandesa de 2,5 kg de peso, mantenidos en las instalaciones del Servicio de 
Experimentación Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca. Tras 8 – 10 días de 
adaptación en el animalario desde su llegada, los conejos fueron sometidos a 3 
inyecciones subcutáneas a intervalos semanales. La cantidad de cada proteína inyectada 
fue de 50 μg, sonicada durante 5 segundos 3 veces a una potencia de carga de 60 %, e 
inyectada en una emulsión preparada con adyuvante completo de Freund (SIGMA-
ALDRICH) para la primera inmunización, y en el incompleto, para la segunda y tercera. 
Pasada una semana tras la última inmunización, la sangre fue extraída de cada 
conejo mediante punción cardiaca y se mantuvo a temperatura ambiente durante las 3 
primeras horas tras la extracción, y después, a 4 ºC durante las siguientes 18 horas. 
Transcurrido este periodo de tiempo, cada muestra de sangre se centrifugó dos veces a 
800 x g durante 4 minutos. El suero obtenido se almacenó a –20 ºC hasta su uso.  
 
4.8 Adsorción de los sueros de conejo obtenidos. 
 
Cuando se consideró necesario, cada suero obtenido se adsorbió con la PME 
recombinante purificada utilizada para la generación de AcPs en conejo. Para ello, 
aproximadamente 10 μg de cada PME recombinante purificada (2μg/carril) se sometieron 
a una electroferesis en gel SDS-PAGE (Apartado 3.8.1) y se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa (Apartado 3.8.2). Posteriormente, tras teñir las membranas 
con Rojo Ponceau (Apartado 3.8.2), se recortó la zona donde se hallaban las bandas 
proteicas correspondientes a la PME recombinante purificada y se saturó incubándola 
durante 30 minutos en una solución de leche descremada en polvo al 1 % en TBS. 
Seguidamente, la membrana se incubó durante toda la noche con 3 ml del suero de 
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conejo obtenido frente a la PME, diluido 1/200 en la solución de saturación diluida 1/3 en 
TBS. Paralelamente, el suero también se incubó con una tira equivalente de membrana 
de nitrocelulosa que no contenía la PME recombinante purificada, como un control 
negativo del proceso. Transcurrido el periodo de incubación, se recuperó el suero y la 
membrana se chequeó mediante Western Blot para comprobar que se había producido la 
unión de los anticuerpos policlonales específicos frente a la PME. Este procedimiento se 
repetió las veces necesarias hasta que se comprobó que se habían retirado todos los 
AcPs del suero.  
 
 
5. GENERACIÓN DE CEPAS MUTANTES EN Brucella spp. 
 
5.1 Obtención de cepas mutantes en los genes omp25d y omp22 en las 
cepas B. canis RM6/66, B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33. 
 
La estrategia seguida a la hora de obtener estas cepas mutantes fue la de 
reemplazar, a través de procesos de recombinación homóloga, el gen de interés silvestre 
por otro inactivado mediante inserción del gen que confiere resistencia a kanamicina. 
 
5.1.1 Construcción de los plásmidos recombinantes portadores de 
los genes omp25d y omp22 inactivados. 
 
Con el fin de inactivar los genes omp25d y omp22, se construyeron los plásmidos 
pAM25d03 y pAM2204. Para ello, a partir de ADN cromosómico de la cepa B. abortus 
2308, se amplificaron ambos genes mediante PCR, junto con una región adyacente de 
aproximadamente 1000 pb a ambos lados de cada uno de ellos. Los cebadores que se 
utilizaron para la amplificación del gen omp25d fueron Omp25c-F + 25cd-MUT R (Tabla 
IV), mientras que para la del gen omp22 fueron 22-MUT F + 22-MUT R (Tabla IV). Todos 
ellos se diseñaron tomando como base las secuencias del genoma completo de             
B. abortus 2308 (Chain et al., 2005).  
Los fragmentos amplificados, de 2721 pb para omp25d y 2075 pb para omp22, 
fueron clonados en el vector pGEM-T® Easy, seleccionando, mediante extracción 
plasmídica y digestiones adecuadas con enzimas de restricción, aquellos clones que 
presentaban el inserto en orientación inversa al gen lacZ (Figura 10A y 10B).  
A continuación, se procedió a inactivar el gen omp25d mediante la digestión del 
plásmido obtenido (pAM25d01) con las enzimas de restricción NdeI y ClaI. 
Paralelamente, se extrajo del plásmido pUC4K un fragmento Kanr  de 1264 pb empleando 
BamHI, y se ligó al plásmido portador del gen delecionado después de haber efectuado a 
ambos un tratamiento con la enzima Klenow y dNTPs para generar extremos romos. Tras 
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obtener diversas colonias transformantes (kanamicina resistentes), se seleccionó a través 
de diversas digestiones enzimáticas, aquella que presentaba el inserto Kanr ligado en 
orientación inversa al gen omp25d (Figura 10A). 
En el caso de la inactivación del gen omp22, siguiendo la anterior estrategia, no 
se obtuvo ningún clon que portara el inserto Kanr  en orientación inversa al gen. Debido a 
esto, se decidió amplificar mediante PCR el fragmento Kanr utilizando los cebadores 
KanF-NaeI y KanR-RsrII (Tabla IV), que añadían en los extremos sitios de restricción 
adecuados para realizar después una ligación dirigida. Así, tras clonar el fragmento Kanr 
en el vector pGEM-T® (Figura 10B), se extrajo de él mediante digestión con RsrII y NaeI 
y se clonó en el plásmido pAM2201 (digerido a su vez con RsrII y StuI) en orientación 
opuesta al gen omp22 delecionado (Figura 10B). 
Todas estas construcciones se verificaron mediante secuenciación de los 
plásmidos pAM25d02 y pAM2203, empleando los cebadores universales señalados en la 
Tabla IV. 
En último lugar, con el fin de aumentar la eficiencia de obtención de cepas 
mutantes por recombinación homóloga, se empleó un tercer marcador de selección: el 
gen sacB que confiere sensibilidad a la sacarosa. Para ello, se extrajeron los fragmentos 
que portaban Δomp25d y Δomp22 de los plásmidos pAM25d02 y pAM2203 mediante 
digestión enzimática con SphI y SacI, y se clonaron en el plásmido pCVD442, digerido 
también con las mismas enzimas de restricción (Figura 10A y 10B). Por tanto, los 
plásmidos resultantes (pAM25d03 y pAM2204), además de contener los genes omp25d y 
omp22 inactivados, confieren a la célula transformante, resistencia a ampicilina y a 
kanamicina y sensibilidad a la sacarosa. 
Todos los plásmidos obtenidos para la obtención de esta colección de cepas 
mutantes se recogen en la Tabla VIII del Apartado 3.3. 
 
5.1.2 Sustitución de los genes silvestres omp25d y omp22 por los 
genes inactivados en las distintas cepas de Brucella. 
 
Una vez obtenidos los plásmidos recombinantes que contenían los genes 
Δomp25d y Δomp22, se procedió a introducirlos por electroporación (Apartado 3.4.2) en 
las distintas cepas de Brucella para que, por un mecanismo de doble recombinación 
homóloga entre el cromosoma de la bacteria y el ADN de cada plásmido recombinante, 
se produjese la sustitución de omp25d y/o omp22 por los correspondientes genes 
inactivados. 
En la Figura 11 se detallan los distintos procesos de recombinación homóloga que 
pueden tener lugar dentro de la bacteria una vez introducido el plásmido recombinante. 
Lo más común es que suceda un entrecruzamiento simple entre la secuencia 
cromosómica y el plásmido a través de una de las dos regiones de ADN flanqueantes al 
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Figura 10. Estrategias utilizadas para la construcción de los plásmidos pAM25d03 (A) y 
pAM2204 (B) que portan, respectivamente, los genes omp25d y omp22 de B. abortus 2308 
delecionados. Los genes se inactivaron por sustitución de la mayor parte de los mismos por un “cassette 
Kanr” en orientación inversa. Adicionalmente, ambos plásmidos recombinantes portan el gen sacB y un 
gen de resistencia a ampicilina. Se muestran las enzimas de restricción con sus puntos de corte y los 
cebadores utilizados en este proceso. 
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gen, dando como resultado, la integración del plásmido en el cromosoma. De esta forma, 
las células que se obtienen poseen una copia del gen silvestre y una copia del gen 
inactivado a la vez, siendo kanamicina y ampicilina resistentes y sensibles a la sacarosa 
(Figura 11A y 11B). La integración del plásmido se verificó mediante reacciones de PCR y 
Southern Blot (Apartados 3.7.2 y 3.7.6). 
Tras la integración del plásmido recombinante en el cromosoma, puede ocurrir un 
segundo proceso de entrecruzamiento simple entre zonas homólogas próximas 
correspondientes al gen silvestre y al inactivado. Este segundo entrecruzamiento puede 
conducir a que la bacteria revierta al genotipo silvestre o a que se origine la cepa 
mutante deseada (Figura 11A y 11B). La selección de las bacterias que sufren esta 
segunda recombinación homóloga se lleva a cabo en un medio que contenga sacarosa. 
En la práctica, se sembró en masa en placas de TSA-YE-HS, una de las colonias Ampr y 
Kanr obtenidas tras la electroporación. Posteriormente, tras 24-36 horas de incubación a 
37ºC, la biomasa se recogió en PBS y a continuación, se sembraron varias diluciones en 
placas de TSA-YE-HS suplementadas con sacarosa al 5 % (p/v) y se volvieron a incubar 
durante 48 horas en las mismas condiciones. Transcurrido este periodo de tiempo, se 
probó, mediante siembra por réplica, el crecimiento de varias de las colonias obtenidas 
(por tanto, no sensibles a la sacarosa) en medio suplementado con kanamicina y en 
medio suplementado con ampicilina. De esta forma, las colonias que resultaron ser Kanr 
y Amps se seleccionaron como posibles cepas mutantes y las que no pudieron crecer en 
ninguno de los medios que contenían antibióticos, se seleccionaron como posibles cepas 
revertientes a genotipo silvestre (Figura 11A y 11B). La identidad de todas ellas se 
confirmó finalmente mediante análisis por PCR y Southern Blot (Apartados 3.7.2 y 3.7.6). 
Como fenómeno menos común, se pueden obtener directamente cepas mutantes 
por sustitución del gen silvestre por el gen inactivado mediante un proceso de doble 
recombinación homóloga ocurrida a través las secuencias de ADN adyacentes a ambos 
lados del gen. De esta forma, las células que se obtienen tras realizar la electroporación 
son resistentes a kanamicina y sensibles a ampicilina (Figura 11C). Por este motivo, 
todas las células que se sometieron a diferentes procesos de electroporación fueron 
seleccionadas en placas de TSA-YE-HS-Kan, probando posteriormente su crecimiento en 
medio suplementado con ampicilina para verificar si se había producido un solo proceso 
de recombinación homóloga o si se había producido uno doble. En el presente trabajo, 
todas las cepas mutantes se obtuvieron mediante entrecruzamientos simples y se 



















































































































Figura 11. Representación esquemática de las posibles formas de la sustitución por 
recombinación homóloga del gen silvestre de interés por una copia del gen inactivado. Una vez 
introducido el plásmido recombinante que porta una copia del gen delecionado en la bacteria por 
electroporación, existe la posibilidad de que suceda un entrecruzamiento simple (A o B) o uno doble (C) 
entre las regiones homólogas adyacentes al gen. En caso de que suceda un único evento de 
recombinación homóloga (A o B), las cepas resultantes poseen el plásmido recombinante integrado 
completamente en su crosomosa y son resistentes a kanamicina y a ampicilina y sensibles a sacarosa. Así, 
dichas cepas son portadoras a la vez de una copia silvestre y de una inactivada del gen de interés. A partir 
de ellas, mediante una siembra en medio suplementado con sacarosa, se pueden seleccionar aquellas 
donde ha sucedido un segundo entrecruzamiento simple. Según las zonas homólogas que recombinen se 
puede entonces originar, o la cepa mutante buscada (Kanr y Amps) o una cepa revertiente al genotipo 
silvestre (Kans y Amps). Por último, la cepa mutante de interés puede obtenerse también directamente si 
tiene lugar un proceso de doble recombinación homóloga entre las zonas de ADN homólogas del plásmido 
recombinante y del cromosoma bacteriano (C). 
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TABLA XIV. Cepas modificadas genéticamente en los genes omp25d y omp22 obtenidas en el 
presente trabajo. 
 
Cepas con una copia del gen silvestre y una copia del gen inactivado 
Cepa Abreviatura usada Breve descripción Genotipo Fenotipo 
B. abortus-pAM25d03-I Ba.Δomp25d-I plásmido pAM25d03  
integrado en  omp25d 
omp25d::pAM25d03 Ampr, Kanr, 
Sacs  
B. neotomae-pAM25d03-I Bn.Δomp25d-I plásmido pAM25d03  
integrado en  omp25d 
omp25d::pAM25d03 Ampr, Kanr, 
Sacs 
B. canis-pAM25d03-I Bc.Δomp25d-I plásmido pAM25d03 
 integrado en  omp25d 
omp25d::pAM25d03 Ampr, Kanr, 
Sacs 
B. abortus-pAM2204-I Ba.Δomp22-I plásmido pAM25d03 
 integrado en  omp25d 
omp22::pAM22d04 Ampr, Kanr, 
Sacs 
B. neotomae-pAM2204-I Bn.Δomp22-I plásmido pAM25d03 
 integrado en  omp25d 






plásmido pAM25d03  





Cepas mutantes con un gen omp inactivado y revertientes silvestres 
Cepa Abreviatura usada Breve descripción Genotipo Fenotipo 
B. abortus-pAM25d03-M Ba.Δomp25d-M omp25d sustituido por el gen 
delecionado de pAM25d03 
Δomp25d Amps, Kanr, 
Sacr 
B. neotomae-pAM25d03-M Bn.Δomp25d-M omp25d sustituido por el gen 
delecionado de pAM25d03 
Δomp25d Amps, Kanr, 
Sacr 
B. canis-pAM25d03-M Bc.Δomp25d-M omp25d sustituido por el gen 
delecionado de pAM25d03 
Δomp25d Amps, Kanr, 
Sacr 
B. abortus-pAM2204-M Ba.Δomp22-M omp22 sustituido por el gen 
delecionado de pAM2204 
Δomp22 Amps, Kanr, 
Sacr 
B. neotomae-pAM2204-M Bn.Δomp22-M omp22 sustituido por el gen 
delecionado de pAM2204 
Δomp22 Amps, Kanr, 
Sacr 
B. canis-pAM2204-M Bc.Δomp22-M omp22 sustituido por el gen 
delecionado de pAM2204 
Δomp22 Amps, Kanr, 
Sacr 
B. abortus-pAM25d03-R Ba.Δomp25d-R Revertiente a genotipo 
silvestre 
omp25d Amps, Kans, 
Sacr 
B. neotomae-pAM25d03-R Bn.Δomp25d-R Revertiente a genotipo 
silvestre 
omp25d Amps, Kans, 
Sacr 
B. canis-pAM25d03-R Bc.Δomp25d-R Revertiente a genotipo 
silvestre 
omp25d Amps, Kans, 
Sacr 
B. abortus-pAM2204-R Ba.Δomp22-R Revertiente a genotipo 
silvestre 
omp22 Amps, Kans, 
Sacr 
B. neotomae-pAM2204-R Bn.Δomp22-R Revertiente a genotipo 
silvestre 
omp22 Amps, Kans, 
Sacr 
B. canis-pAM2204-R Bc.Δomp22-R Revertiente a genotipo 
silvestre 




5.2 Obtención de cepas mutantes de B. ovis PA en genes implicados en 
la virulencia de cepas lisas de Brucella. 
 
5.2.1 Obtención de una cepa de B. ovis PA con una mutación polar 
en el operón virB.  
 
Para la construcción de este mutante polar, se amplificó mediante PCR con los 
cebadores virBMUT-F y virBMUT-R (Tabla V), un fragmento de ADN de 2889 pb 
procedente de B. ovis PA. Éste comprendía gran parte del gen virB1, los genes virB2 y 
virB3 y parte de virB4 y fue clonado en el vector pGEM-T® Easy (Figura 12A). Debido a 
que este vector presenta un sitio de corte para la enzima MluI y que ésta debía ser usada 
posteriormente para la deleción de parte del operón, fue necesario extraer mediante 
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EcoRI el fragmento amplificado e insertarlo en el mismo sitio de corte en el vector 
pGEM®-7Zf. De esta forma, se obtuvo el plásmido pNVvirPA02, el cual portaba el inserto 
en dirección opuesta al gen lacZ (Figura 12A). A continuación, dicho inserto se clonó en 
el vector pUC19 mediante digestión enzimática con SacI y XbaI, generándose entonces, 
el plásmido pNVvirPA03 (Figura 12A). 
Paralelamente a esto, se amplificó por PCR el gen que confiere resistencia a 
kanamicina, junto con su terminador de transcripción. Para ello, se empleó como ADN 
molde, el plásmido pUC4K y los cebadores KanF- MluI y KanR-EcoNI, los cuales añaden 
sitios de restricción necesarios para realizar la posterior inactivación del operón virB 
(Tabla V). El producto de PCR obtenido, un fragmento de 1283 pb, se clonó en el vector 
pGEM-T® y seguidamente, se extrajo mediante MluI y digestión parcial con EcoNI y 
ligado al plásmido pNVvirPA02, cortado con las mismas enzimas de restricción (Figura 
12B). 
Finalmente, el fragmento amplificado e inactivado del operón virB se clonó 
mediante digestión enzimática con SacI y XbaI en el plásmido pCVD442, el cual aporta el 
marcador de selección sacB (Figura 12B) necesario en los siguientes pasos en la 
obtención de la cepa mutante deseada. La correcta construcción se verificó mediante 
secuenciación de ADN utilizando para ello los cebadores recogidos en la Tabla V. 
Una vez obtenido el plásmido recombinante pNVvirPA05, éste se introdujo dentro 
de B. ovis PA mediante electroporación (Apartado 3.4.2). Por un proceso de 
entrecruzamiento simple entre regiones homólogas del cromosoma de la bacteria y del 
plásmido recombinante introducido, pNVvirPA05 se integró en el ADN de la bacteria (Ver 
Apartado 5.1.2). De esta forma, los clones seleccionados resultaron ser kanamicina y 
ampicilina resistentes. Posteriormente, tras un paso de crecimiento en medio con 
sacarosa, en el cual aconteció un segundo entrecruzamiento simple entre zonas 
homólogas cercanas, se pudo seleccionar mediante el uso de los dos diferentes 
antibióticos, la cepa con la mutación polar en el operón virB deseada (siendo Kanr y 
Amps) y el correspondiente revertiente silvestre (siendo Kans y Amps). Tanto la 
integración del plásmido recombinante en el cromosoma como la obtención de las cepas 
mutantes y revertientes silvestres se verificaron mediante Southern Blot, diferentes 
reacciones de PCR y secuenciación del ADN (Apartados 3.7.2, 3.7.6 y 3.7.3) utilizando 
los cebadores señalados en la Tabla V. 
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Figura 12. A. Construcción del plásmido recombinante pNVvirPA05 utilizado para la obtención 
de una cepa mutante polar de B. ovis PA en el operón virB. Se representan gráficamente todos los 
pasos seguidos para la generación del plásmido recombinante pNVvirPA03, el cual está constituido por el 
vector pUC19 y un fragmento de ADN amplificado por PCR que contiene los genes virB1, virB2, virB3 y 
parte de virB4, insertado en orientación directa a lacZ. Se muestran los cebadores, los vectores y las 
enzimas de restricción empleadas, así como sus puntos de corte. 
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Figura 12. (Continuación) B. Construcción del plásmido recombinante pNVvirPA05 utilizado 
para la obtención de una cepa mutante polar de B. ovis PA en el operón virB. A partir del 
plásmido recombinante pNVvirPA03 se procedió a delecionar parte del operón virB amplificado por PCR y 
a insertar en orientación inversa, un “cassette” de resistencia a kanamicina procedente del plásmido 
pAMKan02. Finalmente, el fragmento de ADN se extrajo y se clonó en el plásmido pCVD442 que porta el 
gen sacB. Igualmente se muestran los cebadores, los plásmidos y las enzimas de restricción con sus 
puntos de corte empleados a lo largo de la construcción. 
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5.2.2 Obtención de cepas mutantes no polares de B. ovis PA en los 
genes vjbR, cgs, bacA y virB2. 
 
Para la obtención de estas cepas mutantes se empleó la denominada PCR “de 
solapamiento” (Ho et al., 1989) para conseguir la inactivación en fase de los genes de 
interés sin introducir ningún gen adicional en la bacteria. Para ello, en primer lugar se 
realizaron dos reacciones de PCR independientes usando la enzima Pwo SuperYield DNA 
polimerase (Roche). En cada una de ellas, se emplearon también un cebador que anillaba 
externamente al gen a delecionar, y otro interno, que hibridaba cercano al codón de 
inicio o de terminación. Estos cebadores internos tenían además la peculiaridad de que 
poseían una región complementaria en los extremos. Esto permitía obtener en una 
tercera reacción de PCR, usando únicamente los cebadores externos y mezclando los dos 










En líneas generales, la estrategia seguida para la construcción de los plásmidos 
recombinantes portadores de los genes inactivados, fue clonar en primer lugar, el 
fragmento obtenido mediante PCR “de Solapamiento” en el vector pGEM® TEasy (en 
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Figura 13. Descripción 
esquemática de la 
denominada PCR “de 
solapamiento”. Esta técnica se 
basa en realizar en primer lugar 
dos reacciones de PCR 
independientes, empleando en 
cada una de ellas, un cebador 
externo al gen de interés y otro 
interno que hibride delimitando la 
zona del gen a delecionar. Estos 
últimos poseen además una 
región complementaria entre 
ellos que permite posteriormente, 
en una tercera reacción 
mezclando los dos productos de 
PCR y utilizando los cebadores 
externos, obtener el gen 
amplificado delecionado.
Gen delecionado
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orientación inversa al gen lacZ), y posteriormente, en el plásmido pCVDKan-D (Figuras 
14-17).  
En los casos concretos de la obtención de los plásmidos finales portadores de los 
genes bacA y virB2 delecionados (Figuras 16 y 17), fue necesario realizar un paso 
intermedio para poder obtener los sitios de corte para las enzimas de restricción 
necesarias para la última clonación. Este paso consistió en la extracción mediante EcoRI 
de los fragmentos de PCR de los plásmidos pNVvirB201 y pNVbacA01, e insertarlos 
posteriormente en el mismo sitio de corte de restricción en el vector PGEM®-7Zf, en 
orientación directa al gen lacZ. De este modo, una vez obtenidos los plásmidos 
pNVvirB203 y pNVbacA02, mediante digestión con SacI y XbaI, se pudieron clonar los 
dos genes delecionados en el plásmido final pCVDKan-D (Figuras 16 y 17). 
En cada caso, los cebadores empleados en las distintas reacciones de PCR y en la 
secuenciación de ADN para la verificación de la correcta amplificación génica, se recogen 
en la Tabla V, y las enzimas utilizadas en la construcción de cada plásmido recombinante 
portador del gen delecionado, se detallan en las correspondientes Figuras (Figuras 14 - 
17).  
Una vez obtenidos todos los plásmidos recombinantes portadores de ΔvjbR, Δcgs, 
ΔbacA y ΔvirB2, éstos se introdujeron en B. ovis PA mediante electroporación (Apartado 
3.4.2). Las células sometidas a esta técnica se sembraron en este caso, en placas de 
TSA-YE-HS suplementadas con kanamicina, pudiendo seleccionar de este modo, 
únicamente aquellos clones en los que había acontecido una sola recombinación 
homóloga entre el ADN de la bacteria y el plásmido recombinante introducido (Ver 
Apartado 5.1.2). Posteriormente, gracias a que los plásmidos integrados en el 
cromosoma portaban el gen de sensibilidad a la sacarosa (sacB), tras crecimiento en 
medio suplementado con este azúcar, se seleccionaron células en las cuales se había 
producido un segundo entrecruzamiento simple entre regiones homólogas cercanas. Así, 
aquellos clones que eran Kans y Sacr se aislaron como posibles cepas mutantes o posibles 
cepas revertientes silvestres (Apartado 5.1.2). Mediante Southern Blot, reacciones de 
PCR y secuenciación del ADN (Apartados 3.7.2, 3.7.6 y 3.7.3) empleando los cebadores 
señalados en la Tabla V, se verificó la identidad de los mismos. 
Todas las cepas mutantes y revertientes silvestres obtenidas, así como los 
plásmidos generados para su construcción, se recogen en las Tablas XV y IX, 
respectivamente. 
 




















Clonación del producto 



















































































Figura 14. Representación gráfica de la estrategia seguida para la construcción del plásmido 
recombinante pNVvjbR03, portador del gen ΔvjbR. En primer lugar, se inactivó el gen vjbR 
empleando la técnica denominada PCR “de solapamiento”. El producto de PCR resultante, se clonó en el 
vector pGEM®-TEasy en orientación inversa a lacZ. Por último, se extrajo el fragmento de ADN mediante 
digestión enzimática de pNVvjbR02 y se clonó en el plásmido pCVDKan-D, portador de un gen que 
confiere resistencia a kanacimina y del gen sacB. Tanto las enzimas de restricción, con sus puntos de 
corte, como los cebadores empleados en la construcción del plásmido pNVvjbR03, se muestran a lo largo 
de la Figura. 
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Figura 15. Representación esquemática de los pasos seguidos en la construcción del plásmido 
recombinante pNVcgs03, portador del gen Δcgs inactivado mediante PCR “de solapamiento”. 
Inicialmente se clonó en el vector pGEM®-TEasy en orientación inversa a lacZ, el gen Δcgs obtenido en la 
tercera reacción de PCR. Posteriormente, se extrajo mediante digestión enzimática de pNVcgs02 y se 
insertó en el plásmido pCVDKan-D, en orientación inversa tanto al gen sacB como al gen de resistencia a 
kanamicina. Se muestran en la Figura todas las enzimas de restricción empleadas y sus puntos de corte, 
así como los cebadores utilizados en la inactivación del gen cgs. 
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Figura 16. Esquema de la estrategia usada en la construcción del plásmido recombinante 
pNVbacA03, portador del gen ΔbacA. Mediante PCR “de solapamiento” se obtuvo una copia del gen 
bacA delecionada, que se clonó en el vector pGEM®-TEasy en orientación inversa a lacZ. A continuación, 
dicho fragmento de ADN se extrajo con EcoRI y se subclonó en el vector pGEM®-7Zf digerido con la 
misma enzima. Finalmente, mediante XbaI y SacI, se insertó el gen ΔbacA en pCVDKan-D para obtener 
en último lugar, el plásmido recombinante pNVbacA03. Se señalan en la Figura los puntos de corte de las 
enzimas mencionadas y los cebadores utilizados en las reacciones de PCR. 
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Figura 17. Construcción del plásmido recombinante pNVvirB204, portador del gen virB2 
delecionado. La inactivación del gen virB2 se llevó a cabo utilizando la técnica PCR “de solapamiento”, 
con los cebadores indicados en la Figura. Posteriormente, el producto de PCR obtenido se clonó en primer 
lugar, en el vector pGEM®-TEasy después en el vector pGEM®-7Zf con el fin de poder obtener el sitio de 
corte de restricción XbaI para insertar finalmente, el fragmento de ADN amplificado en el plásmido 
pCVDKan-D, en la misma orientación que el gen de resistencia a kanamicina y que el gen sacB. En cada 
paso se señalan las enzimas de restricción empleadas, así como sus puntos de corte en los plásmidos 
correspondientes.
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• Complementación de las cepas mutantes ΔvjbR, Δcgs y ΔvirB2 de B. ovis PA. 
 
La complementación de los mutantes ΔvjbR, Δcgs y ΔvirB2 de B. ovis PA se llevó a 
cabo mediante la introducción, vía electroporación, de los plásmidos pNVvjbR04-COM, 
pNVcgs02-COM y pNVvirB202-COM, respectivamente. Dichos plásmidos recombinantes 
se construyeron amplificando en primer lugar, cada gen silvestre de B. ovis PA, 
incluyendo además el sitio de unión al ribosoma y el terminador de transcripción 
correspondiente. Para ello, se realizaron diversas reacciones de PCR empleando los 
cebadores descritos en la Tabla VI. A continuación, cada producto de PCR obtenido se 
clonó en el vector pGEM®-TEasy y posteriormente, con el fin de verificar que había 
acontecido una correcta amplificación génica, los plásmidos recombinantes resultantes 
(pNVvjbR01-COM, pNVcgs01-COM y pNVvirB201-COM, Tabla X) se analizaron mediante 
secuenciación de ADN usando los cebadores universales (Tabla V). En el caso de la 
construcción de los plásmidos destinados a la complementación de las cepas mutantes 
ΔvjbR y ΔvirB2, se seleccionaron aquellos en los cuales el fragmento de ADN se había 
insertado en orientación inversa al gen lacZ ya que de este modo, mediante digestión 
enzimática con ApaI y SacI se conseguía subclonarlo en el plásmido pBBR1MCS2 bajo el 
control del promotor lacZ. De este modo, se generaron los plásmidos recombinantes 
denominados pNVvjbR03-COM y pNVvirB202-COM (Tabla X), los cuales además de ser 
capaces de replicarse en Brucella spp. (Apartado 3.1), portaban un gen que confiere 
resistencia a kanamicina. Seguidamente, éstos se introdujeron mediante electroporación 
(Apartado 3.4.2) en la cepa mutante de B. ovis PA correspondiente, realizando la 
selección de las cepas complementadas en placas de TSA-YE-HS suplementadas con el 
antibiótico. Contradictoriamente, en el caso de la complementación de la cepa mutante 
Bo.ΔvjbR-M no se obtuvo ningún clon resistente a kanamicina. Debido a ello, construimos 
otro plásmido recombinante mediante la extracción del fragmento de ADN amplificado 
con KpnI y SacI de pNVvjbR03-COM e inserción posterior en pBBR1MCS4 digerido con las 
mismas enzimas. De este modo, se obtuvo el plásmido recombinante pNVvjbR04-COM 
(Tabla X), que confería resistencia a ampicilina y mediante el cual, sí que se consiguieron 
clones complementados de la cepa mutante ΔvjbR de B. ovis PA. 
Por último, se observó que a la hora de clonar el gen cgs amplificado en el vector 
pGEM®-TEasy, todos los clones obtenidos ampicilina resistentes, portaban el inserto de 
ADN en orientación directa al gen lacZ. Debido a esto, la subclonación del producto de 
PCR al plásmido final pBBR1MCS2, se tuvo que llevar a cabo mediante una digestión 
parcial enzimática del vector con NotI y una selección posterior de aquellos clones que 
portaban el gen cgs en una orientación directa al gen lacZ. Finalmente, el plásmido 
recombinante obtenido, al cual se le llamó pNVcgs02-COM (Tabla X), se introdujo por 
electroporación (Apartado 3.4.2) en el mutante Bo.Δcgs-M y las cepas complementadas 
se identificaron por su resistencia a kanamicina. 
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La verificación de la correcta identidad de las cepas mutantes complementadas 
obtenidas en este Apartado (Tabla XV) se realizó mediate hibridación ADN-ADN a través 
de la realización de un Blot de colonias, usando como sonda, los plásmidos pBBR1MCS2 y 
pBBR1MCS4 marcados con digoxigenina (Apartado 3.7.7).  
 
Tabla XV. Relación de cepas modificadas genéticamente generadas en la obtención de cepas 
mutantes de B. ovis PA en genes implicados en la virulencia de estirpes lisas de Brucella. 
 
Cepas con una copia del gen silvestre y una copia del gen inactivado 
Cepa Abreviatura Breve descripción Genotipo Fenotipo 
B. ovis-pNVvirPA05-I Bo.ΔvirB(p)-I plásmido pNVvirPA05 integrado en  virB2 virB::pNVvirPa05 Ampr, Kanr,  
    Sacs 
B. ovis-pNVvjbR03-I Bo.ΔvjbR-I plásmido pNVvjbR03 integrado en  vjbR vjbR::pNVvjbR03 Kanr, Sacs 
B. ovis-pNVcgs03-I Bo.Δcgs-I plásmido pNVcgs03 integrado en  cgs cgs::pNVcgs03 Kanr, Sacs 
B. ovis-pNVbacA03-I Bo.ΔbacA-I plásmido pNVbacA03 integrado en  bacA bacA::pNVbacA03 Kanr, Sacs 
B. ovis-pNVvirB204-I Bo.ΔvirB2-I plásmido pNVvirB204 integrado en  virB2 virB2::pNVvirB204 Kanr, Sacs 
Cepas mutantes con el operón virB inactivado,con genes delecionados y revertientes silvestres 
Cepa Abreviatura Breve descripción Genotipo Fenotipo 
B. ovis-pNVvirPA05-M Bo.ΔvirB(p)-M Mutante polar del operón virB por sustitución de 




   Amps, 
Kanr, Sacr 
B. ovis-pNVvjbR03-M Bo.ΔvjbR-M vjbR sustituido por el gen delecionado en fase de 
pNVvjbR03 
ΔvjbR Kans, Sacr 
B. ovis-pNVcgs03-M Bo.Δcgs-M cgs sustituido por el gen delecionado en fase de 
pNVcgs03 
Δcgs Kans, Sacr 
B. ovis-pNVbacA03-M Bo.ΔbacA-M bacA sustituido por el gen delecionado en fase de 
pNVbacA03 
ΔbacA Kans, Sacr 
B. ovis-pNVvirB204-M Bo.ΔvirB2-M virB2 sustituido por el gen delecionado en fase de 
pNVvirB204 
ΔvirB2 Kans, Sacr 
B. ovis-pNVvirPA05-R Bo.ΔvirB(p)-R Revertiente a genotipo silvestre virB    Amps, 
Kans, Sacr 
B. ovis-pNVvjbR03-R Bo.ΔvjbR-R Revertiente a genotipo silvestre vjbR Kans, Sacr 
B. ovis-pNVcgs03-R Bo.Δcgs-R Revertiente a genotipo silvestre cgs Kans, Sacr 
B. ovis-pNVbacA03-R Bo.ΔbacA-R Revertiente a genotipo silvestre bacA Kans, Sacr 
B. ovis-pNVvirB204-R Bo.ΔvirB2-R Revertiente a genotipo silvestre virB2 Kans, Sacr 
Cepas mutantes complementadas con el gen silvestre 
Cepa Abreviatura Breve descripción Genotipo Fenotipo 


















6. CARACTERIZACIÓN DE LAS CEPAS MUTANTES Y REVERTIENTES 
SILVESTRES OBTENIDAS EN ESTE TRABAJO. 
 
6.1 Caracterización genotípica. 
 
Para la caracterización de las cepas mutantes y revertientes silvestres obtenidas 
se amplificaron mediante la técnica de PCR (ver Apartado 3.7.2.), los genes inactivados o 
silvestres según cada caso, usando como control, la cepa parental correspondiente. 
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También se caracterizaron aquellas cepas donde el plásmido recombinante se había 
integrado en el cromosoma, amplificando de este modo, una copia silvestre y una copia 
mutada del gen de interés. Los cebadores empleados se detallan en las Tablas IV y V. 
Adicionalmente, se realizaron hibridaciones de ácidos nucleicos mediante Southern Blot 
(ver Apartado 3.7.6) con el ADN de las cepas parentales, mutantes, revertientes 
silvestres y de aquellas donde se había integrado el plásmido recombinante. Para ello, el 
ADN de cada cepa digerido con una o más enzimas de restricción, se hibridó con sondas 
marcadas con digoxigenina de los plásmidos recombinantes que contenían los genes 
inactivados correspondientes, empleados en los procesos de electroporación. Por último, 
con el fin de verificar la obtención de las cepas mutantes de interés, se llevó a cabo la 
secuenciación de su genoma en la región donde se hallaba el gen inactivado. Para ello, se 
emplearon los cebadores también señalados en las Tablas IV y V. 
 
6.2 Caracterización fenotípica clásica. 
 
La caracterización fenotípica clásica de las cepas mutantes y revertientes 
silvestres de B. ovis PA obtenidas en el presente trabajo se llevó a cabo en el Laboratorio 
de Brucelosis de las instalaciones de la Unidad de Sanidad Animal pertenecientes al 
Centro de Investigación y Tecnología Agroalimentaria (CITA) del Gobierno de Aragón 
(Zaragoza).  
 
6.2.1 Manipulación de las cepas y preparación de las suspensiones 
bacterianas. 
 
A partir de las cepas conservadas en DMSO a -80 ºC, se realizó un precultivo en 
placas de BAB-S durante 3 días de incubación a 37 ºC bajo una atmósfera con 10 % de 
CO2. Posteriormente, se llevó a cabo un nuevo cultivo en las mismas condiciones 
descritas por un periodo de 48 horas. Seguidamente, se recogieron todas las bacterias 
crecidas en solución salina tamponada y se ajustó por espectrofotometría la D.O.600 nm a 
0,17 con la finalidad de preparar suspensiones que conteniesen aproximadamente 1 x 
109 Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/ml. Las concentraciones bacterianas exactas 
existentes en cada suspensión se determinaron retrospectivamente mediante siembra 
por triplicado de 100 μl de una dilución con alrededor de 1 x 103 UFC/ml en placas de 
BAB-S. 
 
6.2.2 Control de pureza y estabilidad in vitro de los cultivos. 
 
Para determinar la pureza, es decir, la ausencia de contaminación por cepas de 
Brucella y la ausencia de disoaciación del tamaño y de la fase colonial, se preparon 
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suspensiones bacterianas según se describe en el Apartado anterior y se realizaron 
recuentos restropectivos en placas de BAB-S incubadas a 37 ºC en una atmósfera 
enriquecida con un 10 % de CO2. La ausencia de disociación del tamaño colonial se 
determinó mediante la visualización directa de las UFC tras 6 días de incubación, y la 
fase colonial, mediante la prueba del cristal violeta-oxalato amónico (Alton et al., 1988).  
En el caso de la cepa portadora de una mutación polar en el operón virB por 
inserción de un “cassette” Kanr, se analizó su estabilidad in vitro mediante la 
comparación de las UFC/placa obtenidas en medio BAB-S suplementado con kanamicina 
y en el mismo medio pero sin antibiótico. Finalmente, para determinar la inexistencia de 
contaminación, se comprobó la ausencia de crecimiento de las cepas mutantes y 
revertientes silvestres de B. ovis PA obtenidas, en medio BAB-S/sin CO2 y en medio 
BAB/con CO2 y sin CO2. 
 
6.2.3 Pruebas fenotípicas clásicas. 
 
La caracterización fenotípica clásica de las cepas mutantes y revertientes 
silvestres de B. ovis PA obtenidas en el presente trabajo, se llevó a cabo mediante la 
realización de las pruebas de tipificación convencional para Brucella (Alton et al., 1988), 
utilizando como controles, la cepa parental y las cepas B. abortus B19, B. suis 1330 y   
B. melitensis 16M (Tabla I). De este modo, la identificación a nivel de género se realizó 
mediante la tinción de Gram y las pruebas de la uresa y aglutinación con acriflavina; la 
identificación a nivel de especie, mediante la prueba de lisis a la dilución corriente de 
prueba (DCP) por los bacteriófagos Tb (que sólo lisa B. abortus), Wb (que lisa B. abortus 
y B. suis), Iz (que lisa B. abortus, B. suis y B. melitensis) y R/C (que solamente lisa las 
cepas rugosas de Brucella); y la identificación a nivel de biovariedad, mediante la 
aglutinación con sueron monoespecíficos (anti-A y anti-M) y crecimiento en presencia de 
diversos colorantes (10, 20 y 40 μg/ml de tionina, 10 y 20 μg/ml de fucsina básica y 100 
μg/ml de safranina). Por último, al tratarse de cepas rugosas de Brucella, se determinó 
también la sensibilidad de las mismas al fago R/C desde la dilución 0 (fago sin diluir) 
hasta la DCP (dilución más alta del fago que produce lisis bacteriana completa) sobre un 
tapiz de bacterias en medio semisólido (Alton et al., 1988). 
 
6.3 Análisis del crecimiento. 
 
6.3.1 Preparación de los cultivos. 
 
En primer lugar, se realizó un precultivo a partir de la cepas parental B. ovis PA y 
de las cepas mutantes y revertientes silvestres conservadas a -80ºC. Para ello, se 
emplearon placas de TSA-YE-HS, suplementadas con 50 μg/ml de kanamicina en caso 
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necesario. La incubación de este precultivo se llevó a cabo a 37ºC en una atmósfera al 10 
% de CO2, durante 48 horas. Posteriormente, de estos precultivos, se realizaron otros 
cultivos en las mismas condiciones, a partir de los cuales, se hicieron las suspensiones 
empleadas en los ensayos que se describen a continuación. 
 
6.3.2 Recuento de Unidades Formadoras de Colonia/ml a partir de 
cultivos en medio sólido. 
 
A partir de cultivos realizados como se explica en la anterior sección, se 
prepararon suspensiones iniciales de cada uno de ellos en 3 ml de tampón fosfato salino 
10 mM, pH 7,2 (PBS) (Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, KCl 2,7 mM y NaCl 137 mM). 
Posteriormente, se midió la D.O.600 nm y se ajustó a un valor de 0,2 en PBS, el cual, 
corresponde en la cepa parental B. ovis PA, a 1 x 109 UFC/ml aproximadamente. A partir 
de esta suspensión se realizaron seis diluciones decimales seriadas, sembrando a 
continuación, 100 μl en placas de TSA-YE-HS por triplicado de las diluciones 10-5 y 10-6. 
La incubación a 37 ºC en atmósfera con 10 % de CO2, se llevó a cabo hasta la aparición 
de colonias visibles (4 – 5 días). Los resultados obtenidos se expresaron como la media 
de UFC/ml en una suspensión de D.O.600 nm de 0,2 calculadas a partir de los recuentos 
obtenidos. 
 
6.3.3 Crecimiento en medio líquido. 
 
Con el fin de analizar el crecimiento en medio líquido de la cepa parental B. ovis 
PA y de las cepas mutantes y revertientes silvestres obtenidas, se realizó un seguimiento 
de la D.O.600 nm a lo largo del tiempo. Para ello, se realizó una suspensión de cada cepa 
en 30 ml de TSB-YE-HS a partir de una placa de 48 horas de crecimiento, ajustando la 
D.O.600 nm inicial a 0,05. Cuando fue necesario, el medio líquido de cultivo empleado se 
suplementó con 50 μg/ml de kanamicina. La incubación se llevó a cabo en agitación 
constante a 116 rpm, usando para ello, un agitador orbital OS 20 (BOECO), a 37 ºC bajo 
una atmósfera de 10 % de CO2, durante 72 horas. Durante todo este periodo, se midió la 
D.O.600 nm de cada cultivo a diferentes tiempos, realizando además, recuentos de UFC/ml 
a la 0, 24 y 48 horas, aproximadamente. Los resultados obtenidos se representaron en 
una gráfica donde se enfrentó la D.O.600 nm medida a lo largo del tiempo. 
 
6.4 Estudio de las propiedades relacionadas con la membrana externa. 
 
6.4.1 Autoaglutinación en medio líquido. 
 
Para evaluar la capacidad de autoaglutinación a lo largo del tiempo de las cepas 
mutantes y revertientes obtenidas en este trabajo, se prepararon suspensiones en medio 
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TSB-YE-HS a partir de cultivos en placa, ajustadas a una D.O.600 nm de 0,8. A 
continuación, se depositó 1 ml de cada muestra en una cubeta semimicro para 
espectrofotometría y se midió la D.O.600 nm a diferentes tiempos, durante 45 horas 
aproximadamente, teniendo cuidado de no mover las cubetas. Este ensayo se realizó por 
triplicado, usando como controles, las cepas parentales correspondientes. Los resultados 
obtenidos se expusieron en una gráfica donde se enfrentó la D.O.600 nm medida a cada 
tiempo. 
 
6.4.2 Sensibilidad a la polimixina B. 
 
Para evaluar la sensibilidad al péptido catiónico polimixina B (SIGMA-ALDRICH) de 
las distintas cepas de Brucella se siguió el protocolo descrito por Martínez de Tejada et 
al., 1995. En primer lugar, se prepararon suspensiones de células a una D.O.600 nm de 0,2 
en PBS a partir de cultivos en placa de 48 horas de crecimiento en el caso de las cepas 
de B. ovis PA, y de 24 horas para el resto de especies de Brucella. Posteriormente, se 
realizaron varias diluciones en PBS hasta obtener una suspensión de bacterias que 
contenía 104 UFC/ml (aproximadamente, cinco diluciones decimales seriadas). A 
continuación, en microplacas estériles de 96 pocillos (FALCON®), se mezclaron por 
triplicado 100 μl de cada muestra con 100 μl de PBS (control negativo) y con 100 μl de 
una preparación 2 mg/ml de polimixina B, quedando ésta finalmente, a una 
concentración de 1mg/ml. Por último, tras una hora de incubación a 37 ºC, y después de 
mezclar bien el contenido de cada pocillo, se sembraron por duplicado, 50 μl en placas de 
TSA-HS-YE (con o sin antibiótico, dependiendo de la cepa sometida al estudio). Tras el 
periodo de incubación necesario, se realizaron los recuentos de UFC/placa obtenidos. Los 
resultados se expresaron como la media del porcentaje de UFC/placa ± la desviación 
estándar de dos experimentos independientes, tomando como el 100 % de 
supervivencia, el recuento total obtenido tras la exposición de cada cepa a PBS sin 
agente. 
 
6.4.3 Sensibilidad al desoxicolato de sodio. 
 
Siguiendo la metodología descrita para el ensayo de polimixina B, se llevó a cabo 
el ensayo de sensibilidad al detergente aniónico desoxicolato de sodio (SIGMA-ALDRICH) 
de las cepas descritas anteriormente (Ver Apartado 6.4.2). Las concentraciones en PBS 
empleadas de este agente fueron 2 mg/ml y 0,2 mg/ml, quedando finalmente a 1 mg/ml 
y 0,1 mg/ml, respectivamente. En todos los casos, se incluyó además, como control del 
100 % de supervivencia, exposición únicamente a PBS. Los resultados obtenidos se 
expresaron también como la media del porcentaje de UFC/placa ± la desviación estándar 
de dos experimentos diferentes. 
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6.4.4 Sensibilidad a pH ácido. 
 
Para analizar la sensibilidad a pH ácido que presentaban las distintas cepas 
derivadas de B. ovis PA obtenidas en el presente trabajo, se siguió un protocolo similar al 
realizado para evaluar la sensibilidad presentada al péptido catiónico polimixina B (Ver 
Apartado 6.4.2). Para ello, partiendo de cultivos en placa con 48 horas de crecimiento, se 
prepararon suspensiones a una D.O.600 nm de 0,2 en PBS, y posteriormente, se realizaron 
cinco diluciones decimales seriadas, tanto en PBS como en tampón citrato a pH 4 (Ácido 
cítrico monohidrato 25 mM, NaCl 120 mM), hasta obtener aproximadamente 104 UFC/ml. 
A continuación, se depositaron, por triplicado, 100 μl de cada suspensión en pocillos de 
microplacas estériles que contenían 100 μl de PBS ó 100 μl de tampón citrato a pH 4, 
según el diluyente usado. Tras mezclar bien con ayuda de una micropipeta, se incubó la 
microplaca 5 horas a 37 ºC. Transcurrido este periodo de tiempo, se sembraron por 
duplicado 50 μl de cada mezcla en placas de TSA-HS-YE. Los recuentos obtenidos tras la 
exposición a pH ácido en dos experimentos independientes se expresaron como la media 
del porcentaje de UFC/placa ± la desviación estándar, tomando como el 100 % de 
supervivencia, la media de los recuentos totales observada en los ensayos realizados con 
PBS.  
 
6.4.5 Sensibilidad al peróxido de hidrógeno. 
 
Para evaluar la sensibilidad al peróxido de hidrógeno de las diferentes cepas se 
empleó el protocolo descrito por Elzer et al., 1994, con unas pequeñas modificaciones. En 
primer lugar, se prepararon suspensiones en PBS a una D.O.600 nm de 0,2 de cada cepa a 
evaluar y a continuación, por triplicado, se sembraron 100 μl en placas de TSA-HS-YE 
(con o sin antibiótico requerido según el caso). Posteriormente, se colocó en el centro de 
cada placa un disco de papel Whatman 3MMChr de 9 mm y sobre él, se depositaron 10 μl 
de H2O2 al 30 % (SIGMA-ALDRICH). Por último, tras un periodo de incubación a 37 ºC 
con o sin atmósfera de CO2 al 10 % (según la cepa sometida a estudio), se analizaron los 
diámetros de los halos de inhibición obtenidos realizando 4 medidas en cada placa 
empleada en el ensayo. Los resultados se expresaron como la media ± la desviación 
estándar del diámetro del halo de inhibición observado de las tres placas. 
 
6.4.6 Sensibilidad al suero no inmune humano. 
 
Para llevar a cabo este estudio, se extrajo sangre procedente de un individuo sin 
exposición previa a Brucella spp. Tras eliminar el coágulo, las muestras se centrifugaron 
(10.000 x g 10 minutos) e, inmediatamente, el suero sobrenadante se conservó a -20 ºC 
para ser utilizado a las 24-48 horas después de su obtención.  
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Previamente a la realización de los diferentes ensayos de sensibilidad, se 
evaluaron los niveles de anticuerpos presentes en el suero frente a células enteras de    
B. abortus 2308, B. melitensis Rev1 y B. ovis PA mediante la técnica de ELISA indirecto, 
siendo éstos equivalentes a un suero control negativo. Por ello, se procedió 
posteriormente a la evaluación de las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 incluidas en 
este tipo de ensayo, el cual fue llevado a cabo según el protocolo descrito por Corbeil et 
al., 1988, con algunas modificaciones. Así, se prepararon suspensiones bacterianas en 
PBS a una D.O.600 nm de 0,2 a partir de cultivos en placa, las cuales se diluyeron cuatro 
veces decimalmente. A continuación, según la cepa a analizar, se realizó una nueva 
dilución con el objeto de obtener una concentración bacteriana de 2 x 10 4 UFC/ml (una 
dilución 1/5 para las cepas de B. canis, 1/8 para las de B. abortus y 1/3 para las de      
B. neotomae). Seguidamente, se mezclaron por triplicado, 50 μl de cada suspensión en 
pocillos de microplacas estériles que contenían 150 μl de suero no inmune humano o 150 
μl del mismo suero pero descomplementado a 56 ºC durante 30 minutos. Tras 4 horas de 
exposición, se sembraron por duplicado 50  μl de cada mezcla en placas de TSA-HS-YE, 
las cuales se incubaron hasta obtener colonias visibles. Finalmente, se recontaron las 
UFC/placa obtenidas y los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar 
de los porcentajes de supervivencia observados en dos experimentos independientes, 
referenciados al control realizado con el suero no inmune humano descomplementado 
(valor 100 % de supervivencia). 
 
 
7. ANÁLISIS DE LA VIRULENCIA EN RATÓN DE CEPAS MUTANTES Y 
SILVESTRES DE Brucella. 
 
7.1 Estudio de la cinética de multiplicación esplénica de diferentes 
cepas mutantes de Brucella. 
 
Para llevar a cabo el estudio de la cinética de multiplicación esplénica de las 
diferentes cepas analizadas se emplearon ratones hembra de raza BALB/c (Charles River, 
Francia) de 6 – 8 semanas de vida, adquiridos 1 semana antes de comenzar los 
experimentos. Éstos se mantuvieron en el Servicio de Experimentación Animal (SEA) de 
la Universidad de Salamanca, en jaulas adecuadas con agua y alimento ad libitum. 
Inicialmente se preparon en PBS, suspensiones de cada cepa objeto de estudio 
utilizando precultivos en medio sólido de 48 horas de crecimiento realizados a partir de 
las bacterias conservadas a -80 ºC. A continuación, por vía intraperitoneal y en un 
volumen de 0,5 ml, se administraron dosis de cada cepa a evaluar de aproximadante      
1 x 106 ó 5 x 106 UFC/ratón, según el experimento.  
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Para analizar la evolución de la infección, se realizaron recuentos esplénicos a 
diferentes tiempos p.i.. De este modo, se sacrificaron 5 ratones por cepa mediante 
dislocación cervical y se extrajeron los bazos en condiciones asépticas. Cada uno de ellos, 
una vez pesado, se homogenizó individualmente en bolsas estériles en un volumen de 
PBS 9 veces su peso (dilución 1:10 peso/volumen), usando para ello un Stomacher® 80 
BIOMASTER (Seward). Posteriormente, 100 μl de cada homogenizado se sembraron por 
triplicado en placas de TSA-HS-YE, así como también, de diluciones decimales seriadas 
(v/v) realizadas en PBS. Las placas se incubaron hasta visualizar colonias a 37 ºC en una 
atmósfera de 10 % de CO2, excepto para las cepas de B. canis.  
A partir de aquellas placas que presentaron recuentos entre 30 – 300 UFC en los 
100 μl sembrados, se realizaron los correspondientes cálculos para determinar el número 
de UFC/bazo obtenido. Cuando los recuentos fueron entre 0 – 30 UFC en las placas 
sembradas directamente con el homogenizado del bazo no diluido, los cálculos se 
realizaron a partir de éstas, teniendo en cuenta a su vez, que el nivel de detección del 
método empleado se estima en 3,33 UFC/bazo. Finalmente, los resultados se 
transformaron en logaritmo (log) individualmente para normalizar la distribución de los 
datos intragrupo (Montaraz and Winter, 1986). De este modo, los niveles de infección se 
expresaron como la media ± la desviación estándar (n=5) del log UFC/bazo para cada 
grupo de animales en cada tiempo p.i. analizado. 
 
7.2 Estudio de la cinética de multiplicación intracelular de diversas 
cepas de Brucella en macrófagos esplénicos. 
 
Cinco ratones BALB/c se infectaron con suspensiones bacterianas de cada cepa de 
Brucella bajo estudio preparadas en PBS a partir de cultivos en placa. La dosis infectante 
fue de 5 x 106 UFC/ml para B. ovis PA, B. canis RM6/66 y B. abortus 2308, y de 5 x 108 
para B. abortus RB51. Transcurridas 3 semanas p.i. en el caso de las cepas rugosas y 1 
semana p.i. en el caso de las cepas lisas, los ratones se sacrificaron mediante dislocación 
cervical y se extrajeron los bazos en condiciones estériles. Cada uno de ellos se 
homogenizó en 10 ml de medio DMEM (ver Apartado 8.2) y posteriormente, los 50 ml de 
homogenizado resultante se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm. A 
continuación, se retiró el sobrenadante y el sedimento obtenido se resuspendió en 10 ml 
de tampón de lisis de eritrocitos (Cloruro de amonio 154mM, Bicarbonato potásico 10 mM 
y EDTA-Na2+ 0,082mM). Seguidamente, se mantuvo en hielo durante 5 minutos en 
agitación suave y después se realizaron dos lavados con 10 ml de medio DMEM, 
centrifugando cada vez, 5 minutos a 1500 rpm. Una vez realizado el último lavado, las 
células se resuspendieron en 10 ml de medio DMEM suplementado con 100 μg/ml de 
gentamicina (SIGMA-ALDRICH), y se mantuvieron durante 1 hora a temperatura 
ambiente en agitación suave con el fin de eliminar todas las bacterias extracelulares 
Materiales y Métodos…………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
90 
existentes. Pasado el periodo de incubación, se tiñeron las células con Azul Tripano al 0,4 
% en agua (MercK) con la finalidad de verificar su viabilidad y de proceder a su recuento 
en cámara de Neubauer. En todos los casos, el número de células recontadas osciló entre 
80 y 150 x 105 células/ml, las cuales se repartieron en placas de cultivo de 24 pocillos 
(1ml/pocillo) e incubadas durante 30 minutos a 37 ºC en una atmósfera con 5 % de CO2. 
Finalmente, los cultivos de macrófagos esplénicos infectados obtenidos se lisaron a 
diferentes tiempos p.i. para evaluar el número de bacterias intracelulares viables, 
considerando como tiempo= 0 horas, el transcurrido tras la última media hora de 
incubación. Para ello, las células se lavaron 3 veces con medio DMEM y a continuación, se 
incubaron durante 5 minutos con 1 ml de una solución 0,1 % de Tritón X-100 (SIGMA-
ALDRICH) en PBS. Los lisados se sembraron en placas de TSA-HS-YE, así como también, 
varias diluciones decimales de los mismos. Por último, se realizaron los recuentos de las 
colonias crecidas y los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar del 
logaritmo de las UFC/ml obtenidas (n=4), a cada tiempo de análisis p.i. 
 
 
8. CULTIVOS DE CÉLULAS HeLa, MACRÓFAGOS J774.A1 Y ENSAYOS DE 
INFECCIÓN. 
 
8.1 Líneas celulares empleadas. 
 
Las líneas celulares utilizadas para la realización del presente trabajo fueron las 
siguientes: 
o Línea celular HeLa (ATTCC CCL-2): células epiteliales humanas procedentes de un 
carcinoma cervical. 
o Línea celular de macrófagos J774.A1 (DSMZ ACC170): células macrofágicas 
derivadas de un sarcoma reticular murino. 
 
8.2 Medios y condiciones de cultivo. 
 
Ambas líneas celulares se cultivaron de forma rutinaria en placas de 100 x 20 mm 
(Falcon®), a 37 ºC y bajo una atmósfera controlada con elevada humedad y 5 % de CO2. 
El medio de cultivo empleado fue el medio basal de Eagle modificado por Dulbecco 
[Dulbecco’s modified Tagle Medium (DMEM)] (Gibco-BRL), suplementado con suero 
bovino fetal (SBF) (Gibco-BRL); un 5 % (v/v) para células HeLa y un 10 % (v/v) para la 
línea macrofágica, y con 4 mM de L-glutamina (Gibco-BRL) (medio DMEM completo).  
Cuando las líneas celulares alcanzaron un 75 % de confluencia en la placa de 
cultivo, se procedió a realizar subcultivos. Para ello, en primer lugar, se llevó a cabo un 
lavado con PBS o con TEN (Tris-HCl 40 mM, EDTA-Na2+ 1 mM y NaCl 150 mM, a pH 7,5) 
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de las células HeLa y de los macrófagos J774.A1, respectivamente, y a continuación, se 
desprendieron de la placa mediante la utilización de una solución de tripsina-EDTA al 
25% (Gibco-BRL) para las primeras, y mediante levantamiento mecánico por raspado, 
para las segundas. Posteriormente, tras ser resuspendidas y diluidas (1:10 para cultivos 
de HeLa y 1:4 para macrófagos J774.A1) en medio DMEM-completo, las células se 
depositaron en nuevas placas de cultivo. 
El seguimiento de los cultivos se llevó a cabo mediante la utilización de un 
microscopio invertido CK2 OLYMPUS y tinción con Azul Tripano al 0,4 % en agua (Merck) 
para controlar su viabilidad.  
 
8.3 Congelación y almacenamiento de las líneas celulares. 
 
A partir de los cultivos iniciales de las líneas celulares empleadas, se guardaron 
viales en Nitrógeno líquido a una temperatura de aproximadamente -196 ºC para su 
almacenamiento y conservación. Para ello, se recogieron las células de una placa al 75 – 
80 % de confluencia en medio y se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm. 
Posteriormente, el pellet obtenido se resuspendió en 1 ml de medio DMEM-completo con 
DMSO al 10 % (v/v) y se guardó en un criovial a la temperatura adecuada. 
 
8.4 Ensayos de infección. 
 
Previamente a la infección, se prepararon suspensiones celulares en medio 
DMEM-completo a una concentración de 1 x 105 células/ml, utilizando para el recuento, 
una cámara de Neubauer. Posteriormente, las células se distribuyeron en placas de 
cultivo de 24 pocillos (1 ml/pocillo) y se incubaron durante 18 horas, en el caso de 
células HeLa, y 24 horas, para macrófagos J774.A1.  
Las cepas de Brucella que se utilizaron para llevar a cabo los ensayos de 
infección, se cultivaron en placas de TSA-HS-YE (suplementadas o no con el antibiótico 
necesario) durante 24 y 48 horas, y a continuación, resuspendidas en PBS. A partir de 
estas suspensiones resultantes, cuantificadas a través de su D.O.600 nm, se prepararon 
otras diluidas en medio DMEM-completo para ser empleadas en las infecciones a una 
multiplicidad de infección (MOI) de 200 y de 400 UFC para los macrófagos murinos 
J774.A1 y la línea celular HeLa, respectivamente. Una vez depositada la cantidad de 
bacterias deseada (en 1 ml/pocillo), las placas se incubaron a 37 ºC en una atmósfera de 
CO2 al 5 % durante 1 ó 4 horas, según el ensayo a realizar. Transcurrido el periodo de 
incubación, las monocapas celulares se lavaron 1 vez con medio y se reincubaron en 
DMEM-completo suplementado con 100 μg/ml de gentamicina (SIGMA-ALDRICH), con el 
fin de eliminar las bacterias extracelulares.  
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A distintos tiempos p.i., considerando como punto inicial de análisis (tiempo=0 
horas) el transcurrido tras una hora de incubación con gentamicina, las células se lavaron 
3 veces con medio DMEM para eliminar posibles restos del antibiótico. Con el fin de 
cuantificar el número de bacterias intracelulares viables, las células se incubaron durante 
5 minutos en 1 ml de una solución 0,1 % de Tritón X-100 (SIGMA-ALDRICH) en PBS y 
los lisados obtenidos, se diluyeron decimalmente y se sembraron en placas de TSA-HS-
YE (suplementadas o no con el antibiótico necesario según la cepa empleada). Una vez 
realizado el recuento de las colonias crecidas, se procedió a expresar los resultados 
obtenidos como la media ± desviación estándar del logaritmo de las UFC/ml observadas 
(n=4), a cada tiempo de análisis p.i. 
 
8.5 Tratamientos previos al periodo de infección de los cultivos 
celulares. 
 
Monocapas de aproximadamente 1 x 105 células cultivadas en placas de 24 
pocillos se trataron con diversos agentes con el fin de de evaluar el efecto que ejercían 
éstos sobre la internalización de B. abortus 2308, B. ovis PA y B. canis RM6/66. Una vez 
realizado el tratamiento correspondiente, las células se lavaron una vez con medio DMEM 
y se infectaron durante 1 hora con la cepa bajo estudio. Finalmente, se determinaron las 
bacterias intracelulares viables siguiendo la metodología descrita en el Apartado anterior. 
 
8.5.1 Tratamiento con filipina, β-metil-ciclodextrina y subunidad B 
de la toxina colérica. 
 
Durante 45 minutos previos a la infección bacteriana, las células se incubaron con 
concentraciones crecientes (4 pocillos por concentración utilizada) de filipina (entre 0 y 5 
μg/ml) (SIGMA-ALDRICH), de β-metil-ciclodextrina (entre 0 y 20 mM) (SIGMA-ALDRICH) 
y de la subunidad B de la toxina colérica (entre 0 y 40 μg/ml) (Invitrogen, San Diego, 
CA), disueltas en medio DMEM-completo.   
 
8.5.2 Tratamiento con diferentes preparaciones de lipopolisacáridos 
purificados. 
 
Macrófagos murinos cultivados en placas de 24 pocillos, se incubaron a 37 ºC en 
una atmósfera con 5 % de CO2 durante 35 minutos con 1 ml de medio completo que 
contenía 300 μg de lipopolisacárido purificado de las especies B. abortus 2308,             
B. melitensis 16M y B. abortus 9.49 (mutante rugoso), los cuales fueron proporcionados 
por el Dr. Ignacio Moriyón Uría de la Universidad de Pamplona (Monreal et al., 2003). 
Como controles, en estos ensayos se empleó la misma concentración de lipopolisacárido 
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de E. coli O111:B4 (SIGMA-ALDRICH) y de los ácidos policitidílico y poliinosínico (SIGMA-
ALDRICH). Una vez transcurrido este periodo de tiempo, se procedió a realizar la 
infección de las células (3 pocillos/cepa).  
 
8.5.3 Tratamiento con wortmanina. 
 
Macrófagos J774.A1 cultivados en placas de 24 pocillos se trataron 1 hora antes y 
durante el periodo de infección con wortmanina (SIGMA-ALDRICH) preparada en medio 
DMEM-completo a una concentración de 100 nM. Se trataron 4 pocillos por cada cepa de 
Brucella analizada. 
 
8.6 Evaluación de la citotoxicidad. 
 
Para analizar si la viabilidad de los distintos cultivos celulares empleados en este 
estudio se veía afectada por los tratamientos realizados, se realizaron pruebas 
colorimétricas que evalúaban la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). 
Ésta es liberada al medio de cultivo al permeabilizarse la membrana de células muertas, 
siendo por tanto, un indicador de citotoxicidad. Para llevar a cabo estos ensayos, se 
empleó el kit “CytoTox 96 non-radioactive” de Promega Corp., siguiendo las instrucciones 
facilitadas por el fabricante. 
 
9. MÉTODOS ESTADÍSTICOS EMPLEADOS. 
 
Las comparaciones estadísticas entre diferentes grupos se llevaron a cabo 
empleando el Test de Mínimas Diferencias Significativas Protegidas de Fisher (Programa 
Statview), considerándose significativas aquellas diferencias que presentaron valores      
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1. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES ESTABLECIDAS ENTRE ESPECIES 
NATURALMENTE RUGOSAS DE Brucella Y LAS CÉLULAS FAGOCÍTICAS. 
 
1.1 Evaluación del efecto citotóxico y de los niveles de activación 
celular como respuesta a una infección por especies naturalmente 
rugosas de Brucella. 
 
Los resultados previos obtenidos en diversas investigaciones señalan la existencia 
de un brusco descenso en la supervivencia intracelular de cepas mutantes rugosas 
derivadas de especies lisas de Brucella como consecuencia de un elevado efecto 
citotóxico y de un fuerte estado de activación de los macrófagos infectados (Fernández-
Prada et al., 2003; Pei and Ficht, 2004; Pei et al., 2008b). En vista de los cuales, un 
primer objetivo del presente trabajo fue el analizar si especies naturalmente rugosas de 
Brucella que carecen también de cadenas polisacarídicas O en su LPS, muestran este 
mismo comportamiento. 
Con este fin, evaluamos la citotoxicidad que se producía al establecerse una 
infección por B. ovis PA y B. canis RM6/66, dos especies naturalmente rugosas, tanto en 
células fagocíticas profesionales como en no profesionales. Para ello, se emplearon 
cultivos de macrófagos murinos J774.A1 y de células epiteliales HeLa, respectivamente. 
Como controles se utilizaron una cepa lisa de Brucella, B. abortus 2308, y una cepa 
mutante rugosa derivada de ésta, B. abortus RB51. Tras un periodo de incubación de 4 
horas con suspensiones bacterianas de cada cepa, preparadas tal y como se describe en 
el Apartado 8.4 de Materiales y Métodos, se determinó en los sobrenadantes, a diferentes 
tiempos p.i., la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) como un indicador 
de la citotoxicidad producida por la infección (ver Apartado 8.6 de Materiales y Métodos). 
Los resultados obtenidos mostraron que, bajo nuestras condiciones experimentales, se 
producía una mayor muerte celular en cultivos de células HeLa infectados con la cepa 
mutante rugosa B. abortus RB51 a las 24 y 48 horas p.i. (un 16,84 y 32,37 %), en 
comparación con lo acontecido en el transcurso de una infección por B. abortus 2308, en 
la cual la muerte celular del cultivo no era superior a un 6,85 % (Tabla XVI). Por el 
contrario, no se detectaron diferencias significativas entre los porcentajes de muerte 
celular observados a lo largo del tiempo tanto en cultivos de células HeLa infectados con 
B. ovis PA, B. canis RM6/66 o B. abortus 2308, como en cultivos de macrófagos J774.A1 
infectados con cada una de las cuatro especies de Brucella señaladas (Tabla XVI). Estos 
resultados indican la ausencia, por tanto, de un efecto citotóxico en los dos tipos de 
cultivos celulares utilizados como resultado de una infección por las especies 





Tabla XVI. Estudio de la citotoxicidad (determinada como el % de muerte celular) producida en 
cultivos de células HeLa y macrófagos J774.A1 como consecuencia de una infección por B. ovis 
PA, B. canis RM6/66, B. abortus 2308 y B. abortus RB51. 
aEl porcentaje de muerte celular a cada tiempo p.i. fue calculado como: 100 (LDH cultivo infectado – LDH 
cultivo no infectado) / (LDH total del cultivo – LDH cultivo no infectado). Los datos que se muestran 
representan las medias ± desviaciones estándar de cuatro mediciones independientes.  
Símbolo *: P ≤0,0001. 
 
 
Una vez analizada la citotoxicidad, procedimos a evaluar también el grado de 
activación que presentaban los macrófagos J774.A1 tras la infección. Para ello, mediante 
ensayos de Sándwich-ELISA, evaluamos los niveles de TNFα e IL12 (p40) existentes en 
los sobrenadantes recogidos a diferentes tiempos p.i. (ver Apartado 3.8.4 de Materiales y 
Métodos). Los resultados obtenidos demostraron que no existían diferencias significativas 
entre la producción de ambas citoquinas en las células J774.A1 infectadas por B. abortus 
2308 y por las cepas naturalmente rugosas B. ovis PA y B. canis RM6/66, siendo estos 
niveles inferiores a 100 pg/ml (Figura 18A y 18B). En contraste, no sucedía lo mismo en 
aquellos macrófagos que habían sido infectados por B. abortus RB51. En éstos se 
pudieron apreciar niveles significativamente mayores de TNFα a las 24 y 48 horas p.i. 
(<250 pg/ml) y de IL12 a las 48 horas p.i. (213,65 pg/ml) (Figura 18A y 18B). Por tanto, 
únicamente la infección causada por la cepa mutante rugosa B. abortus RB51 fue la que 
desencadenó un fuerte estado de activación en los cultivos de las células fagocíticas. 
 
1.2 Evaluación de la tasa de multiplicación intracelular de B. ovis PA y 
B. canis RM6/66 en células fagocíticas profesionales. 
 
En base a los resultados previamente obtenidos, en los cuales demostramos que 
las infecciones por las dos especies naturalmente rugosas, B. ovis y B. canis no ejercían 
un efecto citotóxico sobre los cultivos celulares utilizados, ni tampoco provocaban una 
fuerte activación de los macrófagos murinos, decidimos analizar la cinética de 
supervivencia intracelular que presentaban ambas cepas. Para ello, llevamos a cabo 
diversos ensayos de infección en cultivos de células fagocíticas profesionales, usando 
como controles, la cepa lisa B. abortus 2308 y el mutante rugoso de ésta, B. abortus 
RB51. En primer lugar, evaluamos ex vivo el número de bacterias intracelulares y su 
evolución a lo largo del tiempo en un cultivo de macrófagos esplénicos obtenidos a partir




Horas post-infección Especie 
4 24 48 4 24 48 
B. abortus 2308 4.36 ± 0.72 0.80 ± 0.77 6.85 ± 2.71 1.10 ± 0.32 3.22 ± 0.43 5.58 ± 0.76 
B. ovis PA 4.36 ± 0.30 3.42 ± 2.92 4.86 ± 2.11 1.35 ± 1.02 5.57 ± 0.32 4.21 ± 1.09 
B. canis RM6/66 3.61 ± 2.84 1.17 ± 1.63 5.83 ± 4.57 1.07 ± 1.97 3.27 ± 1.42 7.68 ± 2.33 
B. abortus RB51 4.57 ± 0.68 16.64 ± 1.06* 32.37 ± 9.75* 0.91 ± 0.05 4.73 ± 0.87 8.17 ± 0.55 





































































Figura 18. Nivel de activación de macrófagos murinos J774.A1 durante el transcurso de una 
infección causada por especies naturalmente rugosas de Brucella. Cultivos de células J774.A1 
incubados durante 4 horas con las cepas B. ovis PA, B. canis RM6/66, B. abortus 2308 o B. abortus RB51 
(MOI de 200 UFC/célula), se lavaron una vez con medio y se sometieron a un tratamiento con 
gentamicina 1 hora. Posteriormente, se recogieron los sobrenadantes celulares y se determinaron los 
niveles de TNFα (A) e IL12 (B) mediante la técnica de Sándwich-ELISA. Los valores representados 
constituyen la media ± desviación estándar de cuatro determinaciones diferentes. 
 
 
de cinco bazos de ratones BALB/c infectados con cada una de las cepas de Brucella bajo 
estudio (ver Apartado 7.2 de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos 
demostraron que la cepa rugosa B. ovis PA presentaba un incremento de 0,5 unidades 
logarítmicas en el número de bacterias intracelulares a las 72 horas de incubación (Figura 
19A). En cambio, observamos que tanto en el caso de B. abortus 2308 como en el de    
B. canis RM6/66, el número de bacterias intracelulares se mantenía casi invariable hasta 
las 48 horas de cultivo, y posteriormente descendía a las 72 horas de incubación (Figura 
19A). Por último, la cepa mutante rugosa B. abortus RB51, aparte de presentar 
inicialmente un número inferior de bacterias intracelulares, fue eliminada por las células 
fagocíticas en el transcurso de las primeras 24 horas de incubación (Figura 19A). 
Posteriormente, analizamos también la capacidad de multiplicación intracelular 
que presentaban las cuatro especies de Brucella estudiadas en cultivos de macrófagos 
murinos J774.A1. Las curvas de multiplicación intracelular obtenidas tras cada ensayo de 
infección realizado bajo las condiciones señaladas en el Apartado 8.4 de Materiales y 
Métodos, revelaron que tanto la cepa lisa B. abortus 2308 como las dos cepas 
naturalmente rugosas, B. ovis PA y B. canis RM6/66, eran capaces de sobrevivir y de 
multiplicarse intracelularmente a lo largo del tiempo (Figura 19B). Por el contrario, la 
cepa mutante rugosa B. abortus RB51 no mostró tener tal capacidad de replicación en 
macrófagos J774.A1, observándose un descenso de 1,69 unidades logarítmicas en el 
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Figura 19. Análisis de la capacidad de proliferación de B. ovis PA y B. canis RM6/66 en células 
fagocíticas profesionales. A. Cultivos de macrófagos esplénicos, obtenidos de ratones infectados con 
las cepas B ovis PA, B. canis RM6/66, B. abortus 2308 y B. abortus RB51, se lisaron a diferentes tiempos 
de incubación y se cuantificaron las bacterias intracelulares existentes mediante recuento en placa.        
B. Cultivos de macrófagos murinos J774.A1 se mantuvieron durante 4 horas en contacto con 
suspensiones bacterianas de cada cepa de Brucella (MOI = 200 UFC/célula). Tras un lavado con medio, 
los cultivos se incubaron 1 hora con gentamicina y se lisaron a diferentes tiempos p.i. con el fin de 
determinar el número de bacterias intracelulares. Los resultados representan la media ± desviación 
estándar (n = 4) del logaritmo de las UFC/ml obtenidas. 
 
 
Por tanto, ambas cepas rugosas naturales B. ovis PA y B. canis RM6/66 poseen un 
comportamiento intracelular discrepante al exhibido por la cepa mutante rugosa           
B. abortus RB51, siendo más cercano al mostrado por la especie lisa usada como control.   
 
1.3 Estudio de los mecanismos de infección de especies naturalmente 
rugosas de Brucella en macrófagos murinos. 
 
1.3.1 Análisis del papel desempeñado por los “lípidos rafts” en la 
infección y multiplicación intracelular de B. ovis PA y B. canis 
RM6/66 en macrófagos J774.A1. 
 
Estudios previos han demostrado que las especies lisas de Brucella penetran en 
los macrófagos murinos a través de una vía de entrada mediada por los “lípidos rafts” 
asociada a una ruta endocítica en la cual, la bacteria es transportada en una vacuola 
denominada BCV (“Brucella-containing vacuole”). A lo largo del tráfico intracelular, ésta 
sufre interacciones transitorias con los endosomas y termina por fusionarse con el 
retículo endoplasmático, lo que permite el desarrollo de un fagosoma replicativo óptimo 
para la multiplicación de la bacteria (Kim et al., 2002; Naroeni and Porte, 2002; Watarai 
et al., 2002a; Porte et al., 2003; Pei et al., 2008a). Por el contrario, se ha observado que 
cepas mutantes rugosas obtenidas a partir de especies lisas, no utilizan esta puerta de 
entrada y son destruidas rápidamente por fusión de las BCVs que las transportan con los 
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lisosomas (Porte et al., 2003). En vista de los resultados obtenidos anteriormente en los 
que observamos que las cepas B. ovis PA y B. canis RM6/66 eran capaces de sobrevivir e 
incluso, de multiplicarse en el tiempo en macrófagos J774.A1, decidimos analizar si los 
“lípidos rafts” se encontraban involucrados en los mecanismos de infección empleados 
por estas dos cepas naturalmente rugosas. Con este fin, previo a la infección, se trataron 
cultivos de macrófagos J774.A1 con concentraciones crecientes de distintos agentes que 
alteran la formación de los “lípidos rafts” como: la β-metil-ciclodextrina y la filipina, que 
secuestran y unen colesterol de la membrana plasmática respectivamente, y la  
subunidad B de la toxina colérica, que bloquea moléculas del gangliósido GM1 al unirse a 
ellas (Naroeni and Porte, 2002; Porte et al., 2003) (ver Aparto 8.5.1 de Materiales y 
Métodos). Tras comprobar por análisis de la actividad LDH que la viabilidad de los 
macrófagos no se veía afectada por estos tratamientos (datos no mostrados), los cultivos 
celulares se infectaron con B. ovis PA, B. canis RM6/66 o con la cepa lisa B. abortus 
2308, la cual fue usada como control. Los recuentos de UFC/ml obtenidos después de la 
primera hora p.i. revelaron la existencia de un descenso significativo en el número de 
bacterias viables intracelulares, en comparación con los controles realizados 
paralelamente en cultivos no tratados (Figura 20A, 20B y 20C). Estos resultados sugieren 
por tanto, que la internalización y la supervivencia a corto tiempo de B. ovis PA y B. canis 
RM6/66  en macrófagos murinos se encuentran asociadas a una ruta de entrada a las 
células fagocíticas mediada por dos componentes principales de los “lípidos rafts”, el 
colesterol y el GM1. 
 Por otra parte, en vista de los resultados obtenidos y con el fin de determinar si 
uno de los componentes asociado a los “lípidos rafts”, el colesterol, poseía algún papel 
relevante en la multiplicación intracelular de B. abortus 2308 y de las cepas naturalmente 
rugosas, B. ovis PA y B. canis RM6/66 en las células J774.A1, analizamos la evolución 
que seguía el número de bacterias intracelulares que penetraba en cultivos de 
macrófagos tratados con la máxima concentración de  β-metil-ciclodextrina y filipina 
utilizada en el experimento anterior (20 mM y 5 μg/ml, respectivamente). Los resultados 
obtenidos demostraron que las tres cepas fueron capaces de replicarse en los cultivos 
tratados con los dos agentes a las 48 horas p.i. siguiendo además un patrón de 
multiplicación intracelular muy similar al observado por cada cepa en cultivos controles 
sin tratar (datos no mostrados). 
 
1.3.2 Análisis del papel llevado a cabo por el receptor SR-A en la 
internalización de B. ovis PA y B. canis RM6/66 en macrófagos 
murinos. 
 
Una vez comprobada la utilización de una ruta de entrada en los macrófagos 



















































































B. ovis PA B. canis RM6/66 B. abortus 2308
Figura 20. Efecto de la β-metil-ciclodextrina
(A), de la filipina B) y de la subunidad B de 
la toxina colérica (C) en la internalización
de B. ovis PA y B. canis RM6/66 en 
macrófagos murinos. Cultivos de células 
J774.A1 se trataron con concentraciones 
crecientes de cada droga previamente a ser 
infectados durante 1 hora con cada cepa 
bacteriana (MOI=200 UFC/ml). Posteriormente, 
tras incubar los cultivos con gentamicina, se 
determinó el número de bacterias intracelulares 
viables mediante recuentos en placa. El valor 
100% de células intracelulares se obtuvo en cada 
experimento en cultivos de macrófagos 
infectados no tratados. Los datos mostrados 
representan la media ± la desviación estándar de 
dos experimentos independientes. 
 
 
 B. ovis PA y B. canis RM6/66, decidimos evaluar si en esta internalización se encuentra 
implicado también el receptor SR-A, ya que éste es empleado por la especie lisa 
B.abortus en su entrada a la célula fagocítica mediante dominios lipídicos (Kim et al., 
2004). Para ello, pretratamos cultivos de macrófagos J774.A1 con diferentes ligandos de 
este receptor, con el fin de bloquearlo y analizar posteriormente, la tasa de penetración 
intracelular de ambas especies rugosas naturales y de la cepa lisa B. abortus 2308 (ver 
Apartado 8.5.2 de Materiales y Métodos). Bajo nuestras condiciones experimentales, 
pudimos observar que ninguno de los LPS purificados utilizados, obtenidos de E. coli, de 
la cepa rugosa B. abortus 9.49 y de las cepas lisas B. abortus 2308 y B. melitensis 16M, 
ejercían un efecto significativo en la entrada y supervivencia intracelular de las tres cepas 
de Brucella estudiadas (Figura 21A, 21B y 21C). En contraste, el número de bacterias 
intracelulares viables sí que sufría un fuerte descenso  cuando los cultivos de macrófagos 
murinos eran tratados con un conocido ligando del receptor SR-A, el ácido poliinosínico. 
Este hecho no sucedía en cambio, cuando las células J774.A1 eran incubadas con ácido 
policitidílico, el cual no presenta afinidad por el receptor (Figura 21A, 21B y 21C). En 
vista entonces de los resultados obtenidos, SR-A podría ser un receptor importante para 
la internalización de ambas cepas naturalmente rugosas en las células fagocíticas. 




1.3.3 Análisis del papel de la actividad enzimática de las PI3Ks en la 
entrada de B. ovis PA y B. canis RM6/66 en macrófagos 
murinos. 
 
Investigaciones previas han demostrado que la entrada y multiplicación 
intracelular de especies lisas de Brucella, tales como B. abortus y B. melitensis, en la 
célula hospedadora es dependiente de la actividad de las enzimas PI3Ks de la Clase I. Por 
el contrario, esta actividad no parece tener un papel relevante en los procesos infecciosos 
establecidos por cepas mutantes rugosas generadas a partir de especies lisas de Brucella 
(Pei et al., 2008a; Qin et al., 2008). Con el fin de determinar si los mecanismos de 
infección empleados por las cepas naturalmente rugosas B. ovis PA y B. canis RM6/66 
son dependientes de la actividad de las enzimas PI3Ks, tratamos los cultivos de 
macrófagos J774.A1 con un inhibidor específico de éstas, la wortmanina, una hora antes 
y durante el periodo de infección con las cepas de Brucella bajo estudio y la cepa lisa    
B. abortus 2308 utilizada como control (Ver Apartado 8.5.3 de Materiales y Métodos). Los 

























































































































































































































Figura 21. Papel del receptor SR-A en la 
entrada y supervivencia intracelular de B. ovis
PA, B. canis RM6/66 y B abortus 2308 en 
células J774.A1. Cultivos de macrófagos murinos 
se incubaron con 300 μg/ml de LPS purificado de B. 
abortus 2308 (LPS Ba 2308), B. melitensis 16M 
(LPS Bm 16M), B. abortus 9.49 (LPS Ba 9.49) y E. 
coli (LPS Ec) y con 300 μg/ml de ácido poliinosínico
(Ac. Poli-I) y de ácido policitidílico (Ac. Poli-C). 
Después de los diferentes tratamientos, los cultivos 
se lavaron una vez con medio y se infectaron con 
cada cepa bacteriana durante 1 hora (MOI=200
UFC/ml). Tras incubar los cultivos con gentacimina, 
se evaluó el número de bacterias intracelulares 
viables y se comparó con el  procedente de cultivos 
sin tratar (valor 100%). Las diferencias 
estadísticamente significativas obtenidas se indican 
mediante asterisco (P=0,0001). Los datos 
mostrados representan la media ± desviación 
estándar de dos experimentos independientes. 
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significativo del tratamiento en el establecimiento de la infección de B. ovis PA y B. canis 
RM6/66 a diferencia de lo que sucedía en los ensayos de infección realizados con la cepa 
lisa (Figura 22). Estos resultados demuestran por tanto, que en el caso de las cepas 
naturalmente rugosas B. ovis PA y B. canis RM6/66, la actividad de las enzimas PI3Ks de 
Clase I no es requerida para su internalización y supervivencia a corto tiempo en cultivos 



















2. ESTUDIO DE LA DISTRIBUCIÓN E IMPLICACIÓN EN VIRULENCIA DE LAS 
PMEs DE LA FAMILIA Omp25/Omp31 EN B. ovis PA Y EN OTRAS ESPECIES 
DE Brucella. 
 
2.1 Estudio de la capacidad infectiva y de multiplicación intracelular de 
cepas mutantes de B. ovis PA en los genes de la familia 
omp25/omp31 en cultivos celulares. 
 
En un trabajo previo en nuestro laboratorio, se generó una colección de cepas 
mutantes en cada uno de los genes funcionales de la familia omp25/omp31 que están 
presentes en la cepa naturalmente rugosa B. ovis PA. Posteriormente, los resultados 
obtenidos en el curso de esta investigación demostraron que la ausencia de las PME 
Omp25d y Omp22 en este microorganismo causa una fuerte atenuación en la virulencia 
de la bacteria en el modelo murino (Caro-Hernández et al., 2007) (Figura 23). Debido a 
esto, uno de los objetivos del presente trabajo ha sido el de analizar si esta atenuación 
se encuentra relacionada con una disminución en la capacidad de supervivencia y 
multiplicación intracelular de dichas cepas en las células fagocíticas. Para ello, llevamos a 
cabo ensayos de infección en cultivos de células fagocíticas tanto no profesionales 
(células epiteliales HeLa) como profesionales (macrófagos murinos), utilizando cada una 
de las cepas mutantes en los genes omp31, omp25, omp25c, omp25d y omp22 de        






















B. abortus 2308 B. ovis PA B. canis RM6/66
Control 100 nM Wortmanina
Figura 22. Actividad de las enzimas 
PI3Ks de Clase I en la internalización de 
B. abortus 2308, B. ovis PA y B. canis
RM6/66 en macrófagos murinos. Cultivos 
de células J774.A1 se trataron una hora 
antes y durante el periodo de infección con 
100 nM de wortmanina. Tras una hora de 
incubación en medio con gentamicina, los 
cultivos celulares infectados se lisaron y se 
determinó el número de bacterias 
intracelulares viables mediante siembra en 
placa. Los datos mostrados representan la 
media ± la desviación estándar de dos 
experimentos diferentes. Las diferencias 
estadísticamente significativas obtenidas en 
relación a los ensayos controles realizados en 
ausencia de wortmanina (valor 100%) se 
señalan mediante asterisco (P=0,0001).
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Figura 23. Cinética de la 
infección esplénica de  la cepa 
B. ovis PA y de cepas mutantes 
en los genes omp31, omp25, 
omp25c, omp25d y omp22 de  
B. ovis PA. Se inocularon vía 
intraperitoneal ratones BALB/c con 
aproximadamente 5 x 106 UFC de 
cada cepa a analizar. Los resultados 
representan la media ± desviación 
estándar del log de UFC/bazo, 
siendo 5 el número de ratones 
sacrificados a cada semana p.i.  
















en el Apartado 8.4 de Materiales y Métodos, con el empleo de un periodo de incubación 
de 4 horas con una MOI de 400 UFC/célula para la infección de los cultivos de células 















Cuando analizamos la capacidad de internalización que presentaba cada mutante 
en cultivos de células HeLa, observamos que en el caso de las cepas PNV25dA         
(Bo.Δ omp25d) y PNV22A (Bo.Δomp22) no se detectaban, mediante la técnica utilizada, 
bacterias intracelulares viables transcurrida una hora p.i. (Figura 24A). Por el contrario, 
el resto de las cepas mutantes mostraron una capacidad de invasión similar a la de la 
cepa parental (Figura 24A). Adicionalmente, cuando se emplearon cultivos de células 
J774.A1, se observó una significativa reducción (P ≤ 0,0001) de la tasa de penetración 
de las cepas PNV25dA, PNV22A y PNV31A (Bo.Δomp31) en comparación al 
comportamiento presentado por la cepa parental (Figura 24B). Estas diferencias no se 
produjeron en cambio, en los ensayos de infección realizados con las cepas PNV25A 
(Bo.Δomp25) y PNV25cA (Bo.Δomp25c) (Figura 24B). 
Por otro lado, cuando analizamos la capacidad de multiplicación intracelular que 
presentaban las distintas cepas mutantes de B. ovis PA en los dos tipos de cultivos 
celulares observamos que  la ausencia de las proteínas Omp31, Omp25 y Omp25c en la 
membrana externa de la bacteria, no afectaba a la tasa de replicación intracelular de      
B. ovis PA ya que las cepas mutantes Bo.Δomp31, Bo.Δomp25 y Bo.Δomp25c presentaron 
cinéticas de multiplicación muy similares a las de la cepa parental (Figura 24C y 24D). 
Por el contrario, la ausencia de las proteínas Omp25d y Omp22 en B. ovis PA se asoció 
con una total incapacidad de la bacteria para establecer infecciones en las células HeLa y 
a una marcada disminución en la capacidad de multiplicación intracelular en macrófagos 
murinos (Figura 24C y 24D). En estos últimos se observó además que la atenuación más 
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los cultivos a las 24 horas p.i. (Figura 24D). En cambio, la cepa mutante Bo.Δomp25d fue 
capaz de sobrevivir en las células fagocíticas, pero sin presentar un incremento 
significativo en el número de bacterias intracelulares determinadas a las 72 horas p.i. 
(Figura 24D).  
Para concluir este estudio, con el fin de comprobar que la disminución en el 
número de bacterias intracelulares observada en algunas cepas mutantes no estaba 
causada por un efecto citotóxico de la infección, determinamos la actividad LDH presente 
en los sobrenandantes de los dos tipos de cultivos, a los diferentes tiempos p.i. 
evaluados. Los resultados obtenidos demostraron la ausencia de citotoxicidad ya que no 
se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de muerte celular 
observados en cultivos infectados por la cepa parental y en cultivos infectados por las 







































Figura 24. Análisis de la internalización (A y B) y multiplicación intracelular (C y D) de cepas 
mutantes de B. ovis PA en los genes de la familia omp25/omp31 en cultivos celulares. Cultivos 
semiconfluentes de células HeLa y macrófagos murinos J774.A1 se incubaron durante 4 horas con 
suspensiones de B. ovis PA y de las cepas mutantes PNV31A, PNV25A, PNV25cA, PNV25dA y PNV22A 
(MOI=400 y MOI=100 UFC/célula, respectivamente). Tras una incubación de 1 hora con medio 
suplementado con gentamicina con el fin de eliminar las bacterias extracelulares, las células se lisaron a  
diferentes tiempos p.i. y se realizaron recuentos en placa para evaluar la capacidad invasiva (tiempo = 
0h, A y B) y la cinética de replicación intracelular (C y D) de cada mutante. Los resultados representan la 
media ± desviación estándar del log UFC/ml siendo n = 4. Las diferencias estadísticamente significativas 
obtenidas al comparar con la cepa parental se señalan mediante asterisco (P ≤ 0,0001). 
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2.2 Análisis de la presencia de las proteínas de la familia 
Omp25/Omp31 en Brucella spp. 
 
 
En vista del hallazgo del papel que ejercen algunas de las PMEs de la familia 
Omp25/Omp31 en la virulencia de algunas especies de Brucella (Edmonds et al., 2002; 
Caro-Hernández et al., 2007) decidimos analizar la presencia de cada uno de los siete 
miembros que componen esta familia en las seis especies clásicas de Brucella con el fin 
de conocer la distribución que presentan en dicho género (las características de las cepas 
utilizadas se indican en la Tabla I). Para ello, empleamos la técnica de Western Blot junto 
con lisados celulares de cada una de las cepas examinadas (Apartados 3.8.1 y 3.8.2 de 
Materiales y Métodos). En este estudio también incluimos la colección de cepas mutantes 
en cada gen omp de B. ovis PA obtenida previamente en nuestro laboratorio, así como 
las cepas complementadas correspondientes, como una referencia de apoyo para la 
identificación de las PMEs (Tabla I, Caro-Hernández et al., 2007). Para poder llevar a 
cabo este análisis, empleamos anticuerpos monoclonales específicos frente a Omp31
Omp31b



























Figura 25. Análisis de la síntesis de las proteínas recombiantes Omp31b, Omp25b, Omp25c, 
Omp25d y Omp22 en las cepas de E. coli JM109 y BL21 y evaluación de su posterior 
purificación. Se llevó a cabo una separación de proteínas mediante SDS-PAGE y tinción con Azul 
brillante Coomassie de lisados celulares de E. coli JM109, E. coli BL21 (DE3) y de cada cepa 
recombinante de E. coli JM109 y BL21 portadoras de los vectores de expresión después de una 
incubación con IPTG durante 6 horas. También se analizó la tercera fracción recogida durante el 
proceso de purificación de las proteínas recombinantes. Se encuadra en rojo la zona de los geles
donde se esperan las bandas correspondientes a las PMEs recombinantes y se señala mediante una 
flecha, aquella cepa de E. coli en la cual se observó un mayor nivel de síntesis de la proteína de 
interés. Carril 1: marcador de peso molecular “SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range” 
de (BIO RAD). Carril 2: cepa silvestre E. coli JM109. Carril 3: cepa silvestre E. coli BL21. Carril A: 






(AcM-G02 para B. ovis y AcM-G10 para el resto de especies) y frente a Omp25 (AcM-
C09) (Tabla XII). Además por otro lado, generamos anticuerpos policlonales en conejo 
frente a las restantes PMEs para poder detectarlas en Western Blot (ver Apartado 4 de 
Materiales y Métodos). Para ello, construimos vectores de expresión que portaban las 
regiones de cada gen correspondientes a las proteínas maduras amplificadas por PCR a 
partir de cepas de Brucella que poseían un gen omp funcional [omp25, omp25c y omp22 
de B. ovis PA, omp25b de B. melitensis 16M y omp31b de B. abortus 544 (Vizcaíno et al., 
2004)]. A continuación, dichos plásmidos recombinantes se introdujeron por 
transformación en las cepas de E. coli JM109 y BL21 (DE3) y tras un periodo de inducción 
de 6 horas con IPTG, se evaluaron los niveles de cada una de las PMEs recombinantes 
mediante SDS-PAGE y tinción con Azul brillante Coomassie R-250 (Apartado 3.8.1 de 
Materiales y Métodos). Con el fin de optimizar la purificación posterior de las proteínas 
recombinantes, se eligió para cada una de ellas, la cepa de E. coli donde se observó un 
mayor nivel de síntesis. En todos los casos, la que produjo mejores resultados fue la cepa 
BL21, excepto para la proteína recombinante Omp25b (Figura 25). En estas cepas, cada 
PME madura se sintetiza como una proteína de fusión con 6 residuos de histidina que 
facilitan su posterior purificación por cromatografía de afinidad utilizando una resina de 
níquel.  
Finalmente, las proteínas recombinantes purificadas a partir de la cepa de E. coli 
seleccionada se emplearon para la producción de anticuerpos policlonales en conejo 
siguiendo la metodología descrita en el Apartado 4.7 de Materiales y Métodos. 
 
2.2.1 Detección inmunológica de las PMEs de la familia 
Omp25/Omp31 en Brucella spp. 
 
• Omp31 y Omp31b. 
 
A pesar de que la distribución de la PME Omp31 ha sido ampliamente estudiada 
en el género Brucella (Vizcaíno et al., 1997; Caro-Hernández et al., 2007), decidimos 
incluirla en el presente análisis para ser utilizada como un apoyo a la hora de la detección 
de la proteína Omp31b. De este modo, en B. ovis PA al utilizar el AcM-G02 pudimos 
observar el patrón de bandas múltiples característico para Omp31 con dos bandas 
mayoritarias de 28,8 y 30,2 kDa (Figura 26, carril 2). En la colección de cepas mutantes 
para las proteínas de la familia Omp25/Omp31 de B. ovis PA se reprodujo el mismo 
perfil, excepto en la cepa Δomp31, en la que como era de esperar, no se observó 
ninguna reactividad con el AcM-G02 (datos no mostrados, Caro-Hernández et al., 2007).  
Estos mismos resultados se repitieron cuando se utilizaron los AcPs anti-Omp31b 
(Figura 26, carriles 1, y 5-9). Teniendo en cuenta los datos de ADN existentes, que 
señalan la ausencia de la proteína Omp31b en la membrana externa de B. ovis (Vizcaíno 
et al., 2004), se consideró que la reactividad observada era debida a una reacción 
Omp25b 
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serológica cruzada con la proteína Omp31 y no a una reacción específica del suero con 
Omp31b. Adicionalmente, se detectó en la cepa parental complementada in trans con el 
gen funcional omp31b de B. abortus, un conjunto de bandas de gran intensidad, con un 
tamaño igual y superior a 31 kDa, que probablemente se corresponda con la proteína 
Omp31b sintetizada (Figura 26, carril 3).  
Por otra parte, se detectó la presencia de la proteína Omp31 en el resto de las 
especies de Brucella analizadas utilizando el AcM-G10 (Figura 26), excepto en aquellas 
cepas que no portan el gen omp31 (las pertenecientes a B. abortus (Vizcaíno et al., 
1997; Vizcaíno et al., 1999) (Figura 26, carril representativo 21). En éstas últimas, al 
igual que en B. suis y B. neotomae, sí que se observó al emplear el suero anti-Omp31b, 
una banda de aproximadamente 31 kDa correspondiente a la proteína Omp31b (Figura 
26, carriles 16, 18, 20 y 22-26). Por el contrario, dicha banda proteica no se detectó en 
B. canis y B. melitensis, como cabía de esperar por la secuencia nucleotídica del gen 
omp31b que porta cada una de ellas (Vizcaíno et al., 2004) (Figura 26, carriles 10, 12 y 
14). Por último, tanto en estas dos últimas cepas, como en B. suis y B. neotomae, se 
observó una reacción cruzada de los AcPs anti-Omp31b con la proteína Omp31 ya que 
mediante este suero se reveló la misma banda proteica que la detectada con el AcM-G10 


















Figura 26. Análisis de la expresión de los genes omp31 y omp31b en Brucella spp. El estudio se 
llevó a cabo mediante Western Blot, empleando para ello anticuerpos monoclonales frente Omp31 (31) 
(AcM-G02 para las cepas de B. ovis analizadas y AcM-G10 para el resto) y anticuerpos policlonales 
obtenidos en conejo frente a una Omp31b recombinante (31b). El suero anti-Omp31b se utilizó en una 
dilución 1/500 en el caso de la cepa de B. ovis PNV31b-com (carril 3) mientras que para el resto de cepas 
de Brucella la dilución fue 1/50. La localización de las proteínas Omp31 y Omp31b se señala mediante 
flecha. Recuadradas en rojo se indican aquellas cepas donde se identificó la proteína Omp31b. Una línea 
en la izquierda de la figura muestra la posición de la proteína del marcador de peso molecular de BIO-RAD 
más cercana a Omp31 y Omp31b. 
 
 
• Omp25 y Omp25b. 
 
Al igual que en el caso de la PME mayoritaria Omp31, la detección de la proteína 
Omp25 en B. ovis mediante Western Blot había sido previamente realizada (Cloeckaert et 
al., 1996b; Caro-Hernández et al., 2007), y fue incluida en este estudio como referencia 
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Omp25b A B 
excepto en la cepa mutante Δomp25 de B. ovis, la proteína fue detectada con el AcM-C09 
en todas las cepas de Brucella analizadas (Figura 27A, carriles 1-7). Cabe señalar 
además, que en B. ovis se observaron dos bandas proteicas correspondientes a Omp25; 
una con una masa molecular aparente de 25,9 kDa y otra menor [más intensa en la cepa 
PNV31A (Figura 27A, carril 2)] de 22,3 kDa. En cambio, en el resto de las cepas, 
únicamente se detectó una banda de un tamaño mayor de 27,5 kDa (Figura 27A, carriles 
8-17). 
La proteína Omp25b no se detectó en B. ovis como era de esperar ya que existe 
una deleción en su ADN que afecta al gen omp25b (Vizcaíno et al., 2004) (Figura 27B, 
carriles 1-4). Únicamente se halló dicha proteína en la cepa parental complementada in 
trans con el fragmento de ADN delecionado (cepa PNV998-10, Vizcaíno et al., 2004), 
constituyendo una banda proteica de 32,1 kDa (Figura 27B, carril 4) que fue revelada 
tanto con el suero anti-Omp25b como con el suero anti-Omp25c (dato no mostrado). En 
el resto de especies analizadas, solamente se detectó la proteína en B. suis y                
B. melitensis (Figura 27B, carriles 6-8), en las cuales, esta banda proteica desaparecía 
tras realizar una adsorción del suero anti-Omp25b con proteína recombinante Omp25b 
purificada (dato no mostrado). Por otro lado, en varias cepas de Brucella se detectó 
también una pareja de bandas proteicas localizadas por debajo de la proteína Omp25b 
que no corresponderían a ningún miembro de la familia Omp25/Omp31 (Figura 27B). 
Finalmente, el suero anti-Omp25b mostró reacciones cruzadas con las proteínas Omp25 
y Omp25c de acuerdo a los resultados obtenidos con el AcM-C09 y el suero anti-Omp25c 















Figura 27. Estudio por Western Blot de la expresión de los genes omp25 (A) y omp25b (B) en 
Brucella spp. Para el análisis de la expresión de omp25 se utilizó el anticuerpo monoclonal AcM-C09, 
mientras que para omp25b se emplearon anticuerpos policlonales generados en conejo frente a una 
Omp25b recombinante purificada. En el panel B se señala a través de flechas rojas la localización de la 
proteína Omp25b (confirmada mediante adsorción del suero anti-Omp25b con proteína Omp25b 
recombinante purificada) y a través de flechas verdes la posición de las proteínas Omp25 y Omp25c. 
Mediante un interrogante (?) se indican aquellas bandas proteicas no identificadas. No se obtuvo revelado 
de la banda proteica correspondiente a la proteína Omp25b en las cepas que no se hallan representadas. 
Símbolo: # Carril revelado con AcM-C09. Las líneas a la izquierda de cada figura muestra la posición de la 
proteína del marcador de peso molecular de BIO-RAD más cercana. 
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• Omp25c, Omp25d y Omp22. 
 
La utilización del suero anti-Omp25c en la realización de los Western Blots dio 
como resultado el revelado de dos intensas bandas proteicas de 27,5 y 29,5-30,5 kDa en 
B. ovis, excepto en la cepa mutante Δomp25c. Además se observó que la banda de 
mayor tamaño aparecía mucho más marcada en las cepas PNV31A y PNV25cA-com que 
en el resto (Figura 28A, carriles 1-7). Por otro lado, este suero reaccionó adicionalmente 
de forma cruzada con la proteína Omp25 en B. ovis ya que la banda correspondiente a 
dicha proteína no se revelaba en la cepa mutante Δomp25 (Figura 28A, carriles 1-7). En 
el resto de especies de Brucella, también se detectó una banda proteica de 27,5 kDa y 
otra más débil de 29,5-30,5 kDa. En éstas, debido a que la proteína Omp25 presenta la 
misma masa molecular aparente que la banda proteica de menor tamaño 
correspondiente a la proteína Omp25c (ver Figura 6A, carril 8 donde se muestra la 
reactividad representativa que presenta el AcM-C09 en B. canis), es difícil deducir si la 
banda de 27,5 kDa que se detecta está constituida únicamente por Omp25 o por ambas 
proteínas a la vez (Figura 28B, carriles 6-8 y Figura 28A, carriles 9-18). Por último, en 
las cepas de B. abortus se observaron asimismo, dos bandas proteicas adicionales de una 
menor masa molecular cuya naturaleza es desconocida (Figura 28A, carriles 14-18). 
 
Figura 28. Detección inmunológica por Western Blot de las PMEs Omp25c (A) y Omp25d (B) en 
diferentes especies de Brucella. Para la realización de este estudio se emplearon anticuerpos 
policlonales obtenidos en conejo frente a las proteínas Omp25c y Omp25d recombinantes purificadas. 
Mediante flechas se señala la localización de las PMEs de la familia Omp25/Omp31 identificadas. Las 
cepas que no están representadas en el panel B no mostraron reactividad con el suero anti-Omp25d. 
Símbolos: (?) bandas proteicas de naturaleza desconocida; # Carril revelado con AcM-C09. Las líneas a la 
izquierda de cada figura muestra la posición de la proteína del marcador de peso molecular de BIO-RAD 
más cercana. 
 
La proteína Omp25d únicamente se detectó en la cepa PNV25dA-com de B. ovis, 
en la cual el gen omp25d está sobreexpresado en comparación con la cepa parental, ya 
que dicha banda proteica revelada con el suero anti-Omp25d desaparecía tras adsorber 
































































































































   Omp22 
La detección de la proteína Omp22 se realizó exitosamente mediante la utilización 
del suero anti-Omp22 en todas las cepas de B. ovis, excepto en el mutante Δomp22 
(Figura 29, carriles 1-8). Además dicha banda proteica desaparecía tras la adsorción de 
suero con la proteína recombinante Omp22 purificada (datos no mostrados). Cabe 
destacar que en el caso de la cepa mutante Δomp22 complementada, solamente se 
consiguió detectar una banda proteica correspondiente a Omp22 marcada muy 
débilmente, empleando una concentración mayor de suero (1/10) (Figura 29, carril 8). 
Sorprendentemente, también se evidenciaron unos niveles muy bajos de la proteína en el 
mutante Δomp25d y en su correspondiente cepa complementada (Figura 29, carriles 5 y 
6). Finalmente, en el resto de cepas de Brucella analizadas, únicamente se observó una 
banda proteica de una masa molecular similar a la de Omp22 en B. canis, B. neotomae y 
en las cepas de B. abortus 544, B19 y 45/20 (Figura 29, carriles 9-18). Sin embargo, 
solamente en B. neotomae desapareció esta banda al utilizar suero anti-Omp22 

















 Figura 29. Análisis de la expresión del gen omp22 en cepas de las seis especies 
clásicas de Brucella spp. mediante la detección por Western Blot de la proteína 
que codifica. Para ello, se emplearon anticuerpos policlonales anti-Omp22 obtenidos en 
conejo frente a una proteína Omp22 recombinante purificada. Este suero se utilizó en un 
dilución 1/10 para el revelado de la cepa PNV22A-com de B. ovis (carril 8) mientras que 
para el resto de cepas se usó una dilución 1/50. Mediante una flecha se indica la 
posición de Omp22 y recuadradas en rojo se señalan aquellas cepas donde la presencia 
de Omp22 fue confirmada. La línea a la izquierda de la figura muestra la posición de la 




2.3 Estudio del papel de las PMEs Omp25d y Omp22 en la virulencia de 
la cepa naturalmente rugosa B. canis RM6/66 y de otras estirpes 
lisas de Brucella. 
 
En base a los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, en los 
cuales se demostró que la ausencia de las proteínas Omp25d y Omp22 de la membrana 
externa de B. ovis PA causaba una fuerte atenuación en la virulencia del microorganismo 
tanto en el modelo murino (Caro-Hernández et al., 2007) como en cultivos celulares (ver 
Apartado 2.1 de Resultados), decidimos investigar si estas dos PMEs podrían también 
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constituir un factor de virulencia en otra cepa naturalmente rugosa, B. canis RM6/66, así 
como en estirpes lisas de Brucella. 
 
2.3.1 Obtención de cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 de B. canis 
RM6/66, B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33. 
 
Para la construcción de estas cepas mutantes se siguió la misma metodología que 
la usada por Caro-Hernández et al., 2007 en la obtención de las cepas mutantes 
Δomp25d y Δomp22 de B. ovis PA. De este modo, se sometieron a electroporación (ver 
condiciones en el Apartado 5.1 de Materiales y Métodos) las cepas B. canis RM6/66,       
B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33 con los plásmidos recombinantes pAM25d03 y 
pAM2204 que contenían los genes de interés inactivados mediante sustitución de gran 
parte de los mismos por un gen de resistencia a kanamicina (ver Apartado 5.1.1 de 
Materiales y Métodos). Como resultado se obtuvieron colonias en las cuales los plásmidos 
se habían integrado por completo en el cromosoma bacteriano por un proceso de 
recombinación homóloga por entrecruzamiento simple. Por tanto, las cepas resultantes, 
denominadas Δomp25d-I o Δomp22-I (ver Tabla XIV), eran a la vez portadoras de una 
copia mutada y de una copia silvestre del gen omp25d o del gen omp22. A continuación, 
a partir de ellas se logró seleccionar las cepas mutantes deseadas (Tabla XIV) tras forzar 
un segundo entrecruzamiento simple mediante siembra en medio suplementado con 
sacarosa (ver Apartado 5.2 de Materiales y Métodos). 
Posteriormente, las inactivaciones de los genes omp25d y omp22 en cada una de 
las cepas mutantes generadas se confirmaron mediante PCR y Southern Blot, empleando 
como controles las correspondientes cepas Δomp25d-I y Δomp22-I, junto con las 
respectivas cepas parentales (Figura 30). Los resultados de amplificación obtenidos por 
PCR dieron como resultado en cada una de las cepas parentales, una banda de 1096 pb 
utilizando los cebadores Omp25c-F y 25d-R y otra de 2075 pb con 22-MUT F y 22-MUT R, 
que se corresponden con el tamaño esperado tomando como referencia el genoma de    
B. abortus 2308 (Figura 30A y 30B). En las cepas Δomp25d-I y Δomp22-I de las tres 
estirpes bajo estudio, usando los mismos cebadores, se obtuvieron dos productos de PCR 
en cada una de ellas, correspondientes a la amplificación de una copia silvestre y de una 
copia mutada de los genes om25d y omp22, según el caso (Figura 30A y 30B). 
Finalmente, en las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 generadas únicamente se 
visualizó una banda de 1777 pb en las primeras o de 2695 pb en las segundas, que se 
correspondían a los genes omp25d y omp22 inactivados, respectivamente (Figura 30A y 
30B). Por último, los resultados de hibridación de ADN por Southern Blot obtenidos 
empleando como sondas los plásmidos recombinantes pAM25d03 y pAM2204, portadores 
de Δomp25d y Δomp22, terminaron por confirmar la correcta identidad de las cepas 
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mutantes generadas ya que las bandas reveladas también concordaron con lo esperado 
































Figura 30. Verificación genotípica de las cepas mutantes Δomp25d (A) y Δomp22 (B) de           
B. canis RM6/66, B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33 obtenidas en el presente trabajo. En 
representación a todas ellas, se esquematiza gráficamente el genotipo relativo a los genes omp25d y 
omp22 que presenta la cepa parental B. abortus 2308 y cada cepa integrante y mutante obtenida a partir 
de ella. Para cada una de ellas se indican los puntos de corte para la enzima de restricción HindIII y los 
tamaños de los fragmentos de restricción resultantes. También se muestran mediante líneas verdes y 
moradas las regiones nucleotídicas que hibridarían con las sondas pAM25d03 y pAM2204, 
respectivamente. Asimismo, se señalan las posiciones de las parejas de cebadores Omp25c-F, 25d-R y 
22-MUT F, 22-MUT R empleados en las reacciones de PCR y los tamaños de los productos que se 
amplificarían. Simbología de los carriles: 1 y 2: patrones de ADN III y VI de Roche respectivamente, 
revelados con una sonda de ellos mismos marcada con digoxigenina; 3: marcador 1 kb DNA Ladder de 
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2.3.2 Análisis de la sensibilidad a polimixina B, desoxicolato de 
sodio, suero no inmune humano y peróxido de hidrógeno de 
las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 de B. canis RM6/66, 
B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33. 
 
Con el fin de evaluar si la integridad y las propiedades de la membrana externa 
de B. canis RM6/66, de B. abortus 2308 y de B. neotomae 5K33 se habían visto alteradas 
por la ausencia en ella de las PMEs Omp25d y Omp22, llevamos a cabo un estudio de la 
sensibilidad de las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 obtenidas en el Apartado anterior 
a varias sustancias de diferente naturaleza como son, la polimixina B (un péptido 
catiónico), el desoxicolato de sodio (un detergente aniónico), el complemento humano o 
el peróxido de hidrógeno (un intermediario producido en la explosión oxidativa de los 
macrófagos). Para ello, evaluamos el porcentaje de supervivencia que presentaba cada 
una de ellas tras ser expuestas durante 1 hora a una concentración en PBS de 1 mg/ml 
de polimixina B y de 0,1 y 1 mg/ml de desoxicolato de sodio. El 100 % de supervivencia 
en cada cepa fue calculado considerando el recuento de UFC/placa obtenido tras ser 
incubada en PBS sin agente (ver Apartados 6.4.2 y 6.4.3 de Materiales y Métodos). Los 
resultados de este análisis, mostrados en la Tabla XVII, reflejaron la inexistencia de 
diferencias significativas entre las tasas de supervivencia obtenidas en las cepas 
mutantes Δomp25d y Δomp22 y la observada en la cepa parental correspondiente, 
exceptuando la cepa Bn.Δomp22-M que fue ligeramente más resistente (P=0,0064) a la 
exposición a polimixina B que la cepa parental B. neotomae 5K33. Además, se comprobó 
que las cepas de referencia que presentaron mayores porcentajes de supervivencia a la 
exposición a 1 mg/ml de polimixina B y de desoxicolato de sodio fueron B. canis RM6/66 
(71,92 %) y B. abortus 2308 (93,98 %), respectivamente (Tabla XVII). 
También estudiamos el porcentaje de supervivencia que presentaba cada una de 
las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 generadas en el presente trabajo, tras ser 
expuestas durante 4 horas a suero no inmune humano. En este caso, el 100 % de 
supervivencia se calculó teniendo en cuenta las UFC/placa recontadas tras incubar cada 
cepa en el mismo suero después de ser descomplementado durante 30 minutos a 56 ºC 
(ver Apartado 6.4.6 de Materiales y Métodos). De nuevo, las tasas de mortalidad que se 
obtuvieron en todas las cepas mutantes analizadas, resultaron ser muy similares a la 
mostrada por la cepa parental correspondiente (Tabla XVII), siendo la cepa naturalmente 
rugosa B. canis RM6/66 la que presentó menos sensibilidad al suero no inmune humano 
(83,72 %). En contraste, las estirpes lisas mostraron porcentajes de supervivencia 
considerablemente menores (16,51 y 5,30 %) (Tabla XVII). 
Por último, evaluamos la sensibilidad al peróxido de hidrógeno que presentaba 
cada cepa mutante en comparación con la cepa parental. Para ello, sobre 100 μl de una 
suspensión en PBS de cada cepa a una D.O.600 nm de 0,2 sembrados masivamente en 
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placa, se depositó centralmente un disco de papel Whatman impregnado con 10 μl de 
peróxido de hidrógeno al 30 %. Posteriormente, transcurrido el periodo de incubación, se 
midieron los diámetros de los halos de inhibición generados. Los resultados obtenidos se 
expresaron para cada cepa como la media ± la desviación estándar de las mediciones 
realizadas en tres placas independientes (Apartado 6.4.5 de Materiales y Métodos). Éstos 
revelaron nuevamente la ausencia de diferencias significativas en la sensibilidad que 
presentó al agente inhibidor cada cepa parental comparada con la mostrada por los 
mutantes Δomp25d y Δomp22 generados a partir de ella (Tabla XVII). Asimismo, se 
observó que la cepa de referencia B. abortus 2308 fue la que ofreció una mayor 
resistencia al peróxido de hidrógeno con halos de inhibición de 4,52 cm de diámetro 
(P<0,05) (Tabla XVII). 
 
Tabla XVII. Sensibilidad a la exposición a polimixina B, desoxicolato de sodio, suero no inmune 
humano y peróxido de hidrógeno de las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 de B. canis 
RM6/66, B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33. 
 
% Supervivencia 
Desoxicolato de sodio Cepa Polimixina B 







B. canis  RM6/66 71,92 ± 2,61 91,20 ± 13,73 61, 79 ± 9,80 83,72 ± 7,46 4,91 ± 0,16 
Bc.Δomp25d-M 65,52 ± 7,40 93,17 ± 10,92 60,27 ± 8,84 80,80 ± 12,92 4,72 ± 0,12 
Bc.Δomp22-M 63,24 ± 12,93 94,53 ± 13,43 69,52 ± 3,30 85,75 ± 8,08 4,70 ± 0,09 
B. abortus 2308 40,72 ± 3,11 93,98 ± 12,09 92,79 ± 18,41 16,51 ± 2,57 4,52 ± 0,07** 
Ba.Δomp25d-M 37,87 ± 6,63 98,99 ± 13,13 95,11 ± 20,83 19,89 ± 4,18 4,38 ± 0,03 
Ba.Δomp22-M 39,59 ± 5,72 97,03 ± 17,96 91,93 ± 18,45 18,30 ± 4,43 4,45 ± 0,06 
B. neotomae 5K33 33,24 ± 2,07 88,63 ± 3,62 6,92 ± 2,57 5,30 ± 0,80 5,01 ± 0,04 
Bn.Δomp25d-M 36,49 ± 5,12 96,67 ± 19,20 4,21 ± 1,63 7,68 ± 1,69 5,02 ± 0,05 
Bn.Δomp22-M 53,99 ± 0,76* 96, 97 ± 16,58 3,22 ± 1,02 3,25 ± 0,81 5,03 ± 0,15 
Se muestran los porcentajes de supervivencia de cada cepa analizada después de ser expuestas durante 
una hora a polimixina B y a desoxicolato de sodio, y tras ser incubadas por un periodo de 4 horas en 
suero no inmune humano. El valor 100 % de supervivencia se calculó en cada cepa a partir del número de 
UFC/placa obtenido en incubaciones llevadas a cabo paralelamente en PBS sin agente y en suero no 
inmune humano descomplementado. Asimismo, se detallan los diámetros de los halos de inhibición 
producidos por acción del peróxido de hidrógeno sobre 100 μl de una suspensión bacteriana en PBS 
(D.O.600 nm =0,2) sembrados por extensión masiva en placas de TSA-YE-HS. En todos los casos, los datos 
mostrados representan la media ± la desviación estándar de los valores obtenidos en tres ensayos 
independientes. Símbolos *: P=0,0064 con respecto a la cepa parental B. neotomae 5K33. ** P=0,0012 y 
P=0,014 con respecto a las cepas parentales B. canis RM6/66 y B. abortus 2308, respectivamente. 
 
 
2.3.3 Estudio de la capacidad infectiva y de multiplicación 
intracelular de cepas mutantes de B. canis RM6/66, B. abortus 
2308 y B. neotomae 5K33 en los genes omp25d y omp22 en 
cultivos celulares. 
 
El análisis de la virulencia de las cepas Δomp25d y Δomp22 generadas en el 
presente trabajo a partir de las cepas B. canis RM6/66, B. abortus 2308 y B. neotomae 
5K33, se llevó a cabo mediante diferentes ensayos de infección de cultivos de células 
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HeLa y de macrófagos murinos J774.A1. Dichos experimentos se realizaron bajo las 
condiciones detalladas en el Apartado 8.4 de Materiales y Métodos. Los resultados 
obtenidos revelaron que tanto en cultivos de células HeLa como en cultivos de 
macrófagos J774.A1, todas las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 alcanzaban los 
mismos niveles de infección intracelular que la cepa parental de la que derivaban (Figura 
31). Además también presentaron en ambos cultivos celulares, cinéticas de multiplicación 
intracelular muy similares a la exhibida por la cepa parental correspondiente (Figura 31). 
Así, B. abortus 2308, B. neotomae 5K33 y sus respectivas cepas mutantes mostraron 
incrementos en el número de bacterias intracelulares de aproximadamente 2 unidades 
logarítmicas a las 48 (Figura 31B1 y 31C1) y las 72 horas p.i. (Figura 31B2 y 31C2). En 
contraste, la cepa parental B. canis RM6/66 y las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 
obtenidas a partir de ella, fueron capaces de multiplicarse en macrófagos murinos (Figura 
31A2), pero en cambio, no lograron replicarse en los cultivos de células de HeLa, en los 
cuales el número inicial de bacterias intracelulares viables sufrió un descenso de 0,39 
unidades logarítmicas a las 48 horas p.i. (P=0,0192) (Figura 31A1). 
 
2.3.4 Evaluación de la virulencia en ratones BALB/c de las cepas 
mutantes de B. canis RM6/66 en los genes omp25d y omp22. 
 
En vista de los resultados obtenidos en el Apartado anterior, donde ninguna de las 
cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 analizadas presentaba un comportamiento 
intracelular diferente al de la cepa parental en los cultivos de células HeLa y de 
macrófagos murinos, y en base a que en B. canis RM6/66, las PMEs se encuentran 
expuestas en la superficie bacteriana al no poseer la molécula de LPS cadenas 
polisacarídicas O que las enmascaren, decidimos evaluar si la ausencia de las proteínas 
Omp25d y Omp22 en la membrana externa de esta cepa naturalmente rugosa repercutía 
en la virulencia del microorganismo en el modelo murino. Para ello, llevamos a cabo un 
estudio de la cinética de colonización esplénica de las cepas mutantes Bc.Δomp25d-M y 
Bc. Δomp22-M, usando como control, la cepa parental B. canis RM6/66. Con este fin, se 
inocularon por vía intraperitoneal, 30 ratones por cepa con aproximadamente 5 x 106 
UFC/ratón. Posteriormente, se evaluó el número de bacterias viables presente en los 
bazos de un grupo de 5 ratones a las semanas 1, 2, 3, 5, 7 y 9 p.i. tal y como se 
describe en el Apartado 7.1 de Materiales y Métodos. Las dosis exactas de inoculación se 
determinaron mediante un recuento en placa retrospectivo y se muestran en la Figura 
32. 
Los resultados obtenidos demostraron que las dos cepas mutantes presentaban 
una cinética de infección esplénica muy similar a la de la cepa parantal B. canis RM6/66, 




Figura 31. Estudio de la cinética de multiplicación intracelular de las cepas mutantes Δomp25d 
y Δomp22 de B. canis RM6/66 (A), B. abortus 2308 (B) y B. neotomae 5K33 (C) en cultivos de 
células HeLa y macrófagos murinos. Cultivos semiconfluentes de células HeLa y J774.A1 se incubaron 
durante 4 horas con suspensiones bacterianas de cada cepa preparadas a unas MOIs de 400 y 200 
UFC/célula, respectivamente. Después de un tratamiento con gentamicina, el número de bacterias 
intracelulares viables se determinó mediante recuento en placa a los tiempos p.i. señalados. Como cepas 
controles se emplearon en cada ensayo de infección, la cepa parental correspondiente de que derivaban 
las cepas mutantes. Los resultados se representan como la media ± desviación estándar (n = 4) del 
logaritmo de las UFC/ml obtenidas.  
 
 
(Figura 32A). Además exhibieron niveles de infección esplénica entre la segunda y quinta 
semana p.i. de alrededor de 6 unidades logarítmicas de UFC/bazo, con un descenso 






































































































































































Figura 32. Cinética de 
colonización esplénica de 
las cepas mutantes 
Δomp25d y Δomp22 de       
B. canis RM6/66 obtenidas 
en el presente trabajo.   A.
Se muestran los valores de 
infección esplénica obtenidos a 
diferentes semanas p.i. en 
ratones BALB/c inoculados por 
vía intraperitoneal con cada 
cepa de interés en las dosis 
señaladas. Los datos expuestos 
representan la media ±
desviación estándar del log de 
las UFC recontadas por bazo, 
siendo 5 ratones los 
sacrificados en cada punto de 
análisis. B. Asimismo, se indica 
la media ± desviación estándar 
del peso de los bazos 
analizados en cada semana p.i. 
y la dosis inoculada de cada 
cepa.
p.i., en la cual, la infección persistía con aproximadamente entre 5 y 5,4 unidades 
logarítmicas (Figura 32A). Tampoco se observaron diferencias significativas en los pesos 
de los bazos extraídos de ratones infectados con las cepas mutantes, en relación con los 
procedentes de ratones infectados con la cepa parental (Figura 32B). 
En vista de que previamente no habíamos observado ningún grado de atenuación 
de las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 generadas en este trabajo en cultivos 
celulares (Apartado 2.3.3 de Resultados), y debido a que las cepas Bc. Δomp25d-M y 
Bc. Δomp22-M, en las cuales las PMEs se encuentran directamente expuestas en la 
superficie de la bacteria, no presentaron una disminución de la capacidad de colonización 
esplénica, desechamos la idea de llevar a cabo un estudio de virulencia en el modelo 




3. ESTUDIO DEL PAPEL DE DIVERSOS GENES IMPLICADOS EN LA 
VIRULENCIA DE ESTIRPES LISAS DE Brucella EN EL ESTABLECIMIENTO 
DEL PROCESO INFECCIOSO DE B. ovis PA. 
 
Uno de los objetivos principales de la presente investigación ha sido analizar la 
implicación en la virulencia de B. ovis PA de ciertos genes que desempeñan un 
importante papel en los mecanismos de infección de estirpes lisas de Brucella. Con este 
Pesos de los bazos (g) Semana 
p.i. 
B. canis RM6/66 Bc.Δomp25d-M Bc.Δomp22-M 
1 0,139 ± 0,02 0,126 ± 0,01 0,131 ± 0,02 
2 0,173 ± 0,03 0,141 ± 0,06 0,140 ± 0,01 
3 0,316 ± 0,09 0,335 ± 0,10 0,264 ± 0,04 
5 0,280 ± 0,04 0,245 ± 0,03 0,262 ± 0,01 
7 0,245 ± 0,03 0,224 ± 0,06 0,247 ± 0,04 




2,35 x 106 UFC 2,25 x 106 UFC 1,40 x 106 UFC 
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fin, se construyeron en primer lugar cepas mutantes de B. ovis PA con el operón virB o 
los genes vjbR, cgs, bacA y virB2 inactivados. Posteriormente, tras su caracterización 
genotípica y fenotípica, se evaluó su posible atenuación en la virulencia mediante la 
realización de ensayos de infección en cultivos de macrófagos murinos y el estudio de su 
cinética de colonización esplénica en ratón. 
 
3.1 Construcción de cepas mutantes de B. ovis PA en el operón virB y en 
los genes vjbR, cgs, bacA y virB2. 
 
En la obtención de esta colección de mutantes de B. ovis PA, se construyó en 
primer lugar, una cepa portadora de una mutación presumiblemente polar en el operón 
virB. Ésta se consiguió mediante la sustitución de los genes virB2 y virB3 por el gen de 
resistencia a kanamicina, siguiendo la metodología usada por Caro-Hernández et al., 
2007 (ver Apartado 5.2.1 de Materiales y Métodos, Figura 12). El resto de las cepas 
mutantes se generaron reemplazando, a través de procesos de recombinación homóloga, 
cada gen silvestre por otro inactivado mediante la denominada PCR “de solapamiento” 
para evitar un efecto polar en la mutación. Esta metodología se describe con más detalle 
en el Apartado 5.2.2 de la sección Materiales y Métodos (Figuras 13-17). En todos los 
casos, se seleccionaron también cepas que revertían al genotipo silvestre tras perder el 
plásmido recombinante integrado en su genoma para ser empleadas en posteriores 
experimentos como controles positivos de la metodología usada. Todas las cepas 
obtenidas modificadas genéticamente durante el proceso de obtención de esta colección 
de mutantes de B. ovis PA, así como sus características, se recogen en la Tabla XV de 
Materiales y Métodos. 
 
3.2 Verificación genotípica de las cepas mutantes y revertientes 
silvestres de B. ovis PA generadas. 
 
   Se realizó una caracterización genotípica mediante PCR y Southern Blot de 
todas las cepas mutantes y revertientes silvestres obtenidas, así como de aquellas 
portadoras del plásmido recombinante, con el fin de verificar su identidad (Apartado 6.1 
de Materiales y Métodos). Para ello, se realizaron diversas reacciones de PCR empleando 
cebadores externos al gen de interés, obteniéndose en todos los casos: una banda 
correspondiente a la amplificación del gen silvestre en B. ovis PA y en las cepas 
revertientes, un único producto de PCR con el tamaño esperado para cada gen inactivado 
en las cepas mutantes, y la amplificación de ambos fragmentos en aquellas cepas con el 
plásmido recombinante integrado en su genoma ya que éstas portan a la vez una copia 
mutada y una silvestre del gen (Figura 33, 34 y 35). Al mismo tiempo, también se 
llevaron a cabo diversas reacciones de PCR en las cuales, la secuencia de uno de los 
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cebadores hibridaba con regiones delecionadas de los genes inactivados [los cebadores 
denominados como F4-X (Tabla V)]. En ninguna de las cepas mutantes analizadas se 
produjo amplificación nucleotídica en la reacción de PCR, lo que contribuye a la 
confirmación de una correcta obtención de las mismas.  
Por otro lado, los resultados obtenidos en las hibridaciones de ADN-ADN mediante 
Southern Blot efectuadas usando como sondas los plásmidos portadores de cada gen 
mutado, concordaron con lo esperado según los esquemas representados en las Figuras 
33, 34 y 35. Cabe señalar, que bajo las condiciones de Southern Blot empledas en 
nuestro laboratorio (Apartado 3.7.6 de Materiales y Métodos), la detección de bandas con 
un tamaño menor 500 pb es bastante difícil, por lo que los resultados obtenidos se 
consideraron correctos. Finalmente, la secuenciación de las regiones cromosómicas que 
contenían en cada caso el gen de interés delecionado terminó por verificar la obtención 





















Figura 33. Caracterización genotípica de B. ovis-pNVvirPA05-M (Bo.ΔvirB(p)-M).                       
A. Representación gráfica de la región cromosómica que contiene el operón virB en la cepa parental       
B. ovis PA, en la integrante Bo.ΔvirB(p)-I, en la mutante Bo.ΔvirB(p)-M y en la revertiente silvestre 
Bo.ΔvirB(p)-R. Para cada cepa se muestran los puntos de corte de HindIII, el tamaño de los fragmentos 
de restricción resultantes (en pb) y en línea morada, las regiones nucleotídicas que hibridarían con la 
sonda pNVvirPA05. También se muestra la posición de los oligonucleótidos virBMUT-F y virBMUT-R y la 
longitud de los fragmentos que se amplificarían por PCR empleando estos cebadores. B. Hibridación por 
Southern Blot de ADN digerido con HindIII procedente de B. ovis PA (carril 3), Bo.ΔvirB(p)-I (carril 4), 
Bo.ΔvirB(p)-M (carril 5) y Bo.ΔvirB(p)-R (carril 6) con la sonda pNVvirPA05. Los carrilles 1 y 2 
corresponden a los patrones de ADN III y VI de Roche respectivamente, revelados con una sonda de ellos 
mismos marcada con digoxigenina. C. Amplificación por PCR de ADN cromosómico de B. ovis PA (carril 1), 
Bo.ΔvirB(p)-I (carril 2), Bo.ΔvirB(p)-M (carril 3) y Bo.ΔvirB(p)-R (carril 4) utilizando la pareja de 




































































































Figura 34. Verificación genotípica de B. ovis-pNVvjbR03-M (Bo.ΔvjbR-M) y de B. ovis-
pNVcgs03-M (Bo.Δcgs-M). Se representa gráficamente el genotipo relativo a los genes vjbR (A) y cgs 
(B) que presentan la cepa parental B. ovis PA (PA) y las cepas integrantes (I), mutantes (M) y 
revertientes silvestres (R) correspondientes. Para cada una de ellas se muestran los puntos de corte de la 
enzima de restricción HindIII empleada en la realización del Southern Blot. Asimismo, se indican los 
tamaños de los fragmentos HindIII originados y para cada caso, en líneas moradas, aquellos que 
hibridarían con las sondas pNVvjbR03 (A) o pNVcgs03 (B). Se señalan también las posiciones de las 
parejas de oligonucleótidos utilizadas para la inactivación de cada gen: vjbRMUT-F, vjbRMUT-R (A) y 
cgsMUT-F, cgsMUT-R (B) y la longitud de los productos de PCR que se obtendrían en cada cepa. (*) En el 
caso de la caracterización genotípica de Bo.Δcgs-M, no se produjo la amplificación de la copia silvestre del 
gen cgs en B. ovis PA (PA), en Bo.Δcgs-I (I) y en Bo.Δcgs-R (R) debido al gran tamaño que posee dicho 
gen. Los carriles marcados como P1 y P2 corresponden a los patrones de ADN III y VI de Roche 
respectivamente, revelados con una sonda de ellos mismos marcada con digoxigenina. El carril P3 
corresponde al marcador 1 kb DNA Ladder de Promega Corp. Los tamaños se representan en pb.. 
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Figura 35. Verificación genotípica de B. ovis-pNVbacA03-M (Bo.ΔbacA-M) y de B. ovis-
pNVvirB04-M (Bo.ΔvirB2-M). Se representa gráficamente el genotipo relativo a los genes bacA (A) y 
virB2 (B) que presentan la cepa parental B. ovis PA (PA) y las cepas integrantes (I), mutantes (M) y 
revertientes silvestres (R) correspondientes. Para cada una de ellas se muestran los puntos de corte de 
las enzimas de restricción utilizadas en la caracterización genética por Southern Blot (HindIII para 
Bo.ΔbacA-M (A) y HindIII-EcoNI para Bo.ΔvirB2-M (B)). Asimismo, se indican los tamaños de los 
fragmentos de restricción originados y para cada caso, en líneas moradas, aquellos que hibridarían con las 
sondas pNVbacA03 (A) o pNVvirB2 (B). Se señalan también las posiciones de las parejas de 
oligonucleótidos utilizadas para la inactivación de cada gen: bacAMUT-F, bacAMUT-R (A) y virBMUT-F, 
virBMUT-R (B) y la longitud de los productos de PCR que se obtendrían en cada cepa. Los carriles P1 y P2 
corresponden a los patrones de ADN III y VI de Roche respectivamente, revelados con una sonda de ellos 
mismos marcada con digoxigenina. El carril P3 corresponde al marcador 1 kb DNA Ladder de Promega 
Corp. Los tamaños se representan en pb.. 
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3.3 Caracterización fenotípica de la colección de cepas mutantes y 
revertientes silvestres de B. ovis PA. 
 
3.3.1 Caracterización fenotípica clásica. 
 
En primer lugar, se llevó a cabo un estudio para determinar la pureza (ver 
Apartado 6.2.2 de Materiales y Métodos) de cada una de las cepas modificadas 
genéticamente obtenidas tal y como se describe en el Apartado anterior. Todas las cepas 
seleccionadas, mutantes y revertientes silvestres, presentaron ausencia de 
contaminación o disociación de la fase colonial. Además el tamaño de las colonias fue 
similar al obtenido en la cepa parental B. ovis PA tras 6 días de incubación, con un 
periodo mínimo de aproximadamente 72 horas para la obtención de colonias visibles. Por 
otro lado, ninguna de las cepas evaluadas, incluyendo B. ovis PA, crecieron en una 
atmósfera sin CO2 ni tampoco en medio sin suero. Estos resultados reflejan por tanto, la 
pureza de las cepas que conforman la colección de mutantes y revertientes silvestres 
obtenida. 
En el caso de la cepa mutante Bo.ΔvirB(p)-M, los recuentos de UFC obtenidos en 
medio de cultivo BAB-S sin kanamicina no presentaron diferencias significativas con los 
obtenidos en el medio suplementado con el antibiótico, comprobándose de esta manera, 
la estabilidad in vitro de la mutación polar inducida. 
Posteriormente, se llevó a cabo la caracterización fenotípica de cada una de las 
cepas generadas mediante la realización de las pruebas convencionales descritas para la 
tipificación del género Brucella y la determinación de la sensibilidad que mostraban al 
fago R/C (Alton et al., 1988) (ver Apartado 6.2.3 de Materiales y Métodos). Los 
resultados obtenidos revelaron que todas las cepas, tanto mutantes como revertientes 
silvestres analizadas, presentaban las mismas características que la cepa parental B. ovis 
PA (Tabla XVIII). 
 
3.3.2 Análisis del crecimiento en medio sólido y líquido. 
 
• Crecimiento en medio sólido. 
 
Con el fin de analizar el crecimiento en medio sólido que presentaba cada una de 
las cepas modificadas genéticamente, se realizaron recuentos de UFC/ml en placas de 
TSA-YE-HS (suplementadas con 50 μg/ml de kanamicina en el caso de la cepa mutante 
Bo.ΔvirB(p)-M). Para ello, se prepararon suspensiones bacterianas en PBS a una D.O.600 
nm de 0,2 a partir de cultivos en placa incubados durante 48 horas. Posteriormente, tras 
diluir convenientemente cada suspensión, se llevaron a cabo los recuentos de UFC/ml 
pertinentes (Apartado  6.3.2 de Materiales y Métodos). Al igual que lo
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Tabla XVIII. Caracterización fenotípica clásica de la colección de cepas mutantes y revertientes 
silvestres de B. ovis PA en genes implicados en la virulencia de estirpes lisas de Brucella. a 
 
Crecimiento en presencia 




Lisis por fagosC 










A M Tb Wb Iz R/C 10 20 40 10 20 100 
B. ovis PA + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.ΔvirB(p)-M + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.ΔvirB(p)-R + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.ΔvjbR-M + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.ΔvjbR-R + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.Δcgs-M + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.Δcgs-R + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.ΔbacA-M + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.ΔbacA-R + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.ΔvirB2-M + - + - - - - - + + + + - - - 
Bo.ΔvirB2-R + - + - - - - - + + + + - - - 
Ba.B19b - + - + - + + + - - - - + + + 
Bs.1330b - + - + - - + + - + + + - - - 
Bm.16Mb - + - - + - - + - + + + + + + 
a El medio de cultivo empleado fue BAB-S sin antibiótico o suplementado con kanamicina en el caso de 
Bo.ΔvirB(p)-M. 
b Cepas control empleadas en la caracterización: B. abortus B19, B. suis 1330 y B. melitensis 16M. 




descrito con el medio BAB-S (Apartado 3.3.1 de Resultados), todas las cepas analizadas 
mostraron un ritmo de crecimiento idéntico al de la cepa parental. Además no se 
observaron diferencias drásticas entre los recuentos obtenidos con B. ovis PA y los 
proporcionados por las cepas mutantes y revertientes, exceptuando la cepa mutante 
Bo.ΔvjbR-M, la cual presentó un recuento de UFC/ml ligeramente inferior (Tabla XIX). 
 
• Crecimiento en medio líquido. 
 
El estudio del crecimiento en medio líquido de las cepas mutantes de B. ovis PA 
se llevó a cabo midiendo la D.O.600 nm de un cultivo líquido en TBS-YE-HS (suplementado 
con 50 μg/ml de kanamicina en el caso de la cepa mutante Bo.ΔvirB(p)-M) a diferentes 
tiempos de incubación (Apartado 6.3.3 de Materiales y Métodos). Las medidas obtenidas 
se compararon a la vez con los valores proporcionados por la cepa parental y por el 
revertiente silvestre correspondiente (Figura 36A-36E). De este modo, se observó que 
todas las cepas mostraban una progresión similar de la fase exponencial, alcanzando la 
fase estacionaria alrededor de las 40 horas de incubación. La cepa mutante Bo.ΔvjbR-M 
fue la que presentó un valor de D.O. más elevado al finalizar la fase exponencial (2,24)
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Tabla XIX. Recuentos de UFC/ml de cada una de las 
cepas mutantes y revertientes silvestres de B. ovis 
PA en una suspensión de D.O.600 nm de 0,2 en PBS. 
 
Cepa                log UFC/mla 
B. ovis PA 9,00 ± 0,03 
Bo.ΔvirB(p)-M 9,02 ± 0,02 
Bo.ΔvirB(p)-R 8,94 ± 0,17 
Bo.ΔvjbR-M 8,79 ± 0,02b 
Bo.ΔvjbR-R 8,99 ± 0,08 
Bo.Δcgs-M 8,95 ± 0,11 
Bo.Δcgs-R 8,96 ± 0,04 
Bo.ΔbacA-M 8,98 ± 0,09 
Bo.ΔbacA-R 9,03 ± 0,04 
Bo.ΔvirB2-M 8,93 ± 0,11 
Bo.ΔvirB2-R 9,04 ± 0,06 
a Los datos representan la media ± desviación estándar 
de recuentos realizados por triplicado de 3 ensayos 
b Diferencia estadísticamente significativa en 
comparación con la cepa parental (P=0,005). 
 
 
 en relación a B. ovis PA y Bo.ΔvjbR-R (2 y 1,92 respectivamente) (Figura 36B).La 
diferencia más destacable fue que el mutante Bo.Δcgs-M presentó valores de D.O. 
ligeramente inferiores a los obtenidos con la cepa parental y con su revertiente silvestre 
(por ejemplo, 1,48 frente a 1,76 de B. ovis PA y 1,72 de Bo.Δcgs-R a las 72 horas de 
incubación) (Figura 36C). 
Debido a que el método utilizado para evaluar el crecimiento de una población bacteriana 
se basa en una medida indirecta de la misma a través de la D.O.600 nm, decidimos realizar 
también, un seguimiento de los recuentos de UFC/ml que se obtenían a las 0, 24 y 48 
horas de incubación. Así, se pudo observar que inicialmente, la cepa parental era la que 
presentaba un recuento de UFC/ml más elevado y la cepa mutante Bo.ΔvjbR-M, a igual 
D.O.600 nm (0,05), el más bajo (Tabla XX). Además a pesar de mostrar los valores más 
altos de D.O. durante la fase estacionaria, esta cepa mutante no fue la que proporcionó 
el recuento más elevado. Este caso se dio en la cepa Bo. Δcgs-M, tanto a las 24 como a 
las 48 horas de incubación, a pesar de que en la fase estacionaria fue la que presentó los 
valores de D.O. más bajos (Tabla XX). Por otra parte, la cepa Bo. Δcgs-R fue la que dio 
recuentos de UFC/ml más bajos en todos los tiempos de medición a pesar de presentar 
una D.O. muy similar a B. ovis PA. Por el contrario, fueron las cepas Bo. ΔbacA-M, 
Bo. ΔbacA-R, y Bo. ΔvirB2-R, las que presentaron unos recuentos ligeramente mayores a 
la cepa parental (Tabla XX). 
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Tabla XX. Recuento de las UFC/ml y valor de la D.O.600 nm a distintos tiempos de incubación de 
cultivos en medio líquido de la colección de cepas mutantes (M) y revertientes (R) de B. ovis 
PA generada en este estudio. 
 




PA M R M R M R M R M R 
0 h 3,78x108 3,40x108 2,48x108 2,04x108 2,40x108 2,38x108 2,90x108 2,56x108 2,89x108 3,10x108 2,64x108 
D.O. 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 
24 h 7,00x109 8,40x109 8,00x109 8,30x109 7,40x109 1,27x1010 6,60x109 9,75x109 9,30x109 7,00x109 1,08x1010 
D.O. 1,18 1,20 1,18 1,34 1,06 1,14 1,18 1,22 1,16 1,20 1,20 
48 h 1,04x1010 1,03x1010 9,55x109 8,45x109 9,00x109 1,28x1010 6,70x109 9,90x109 1,22x1010 8,65x109 1,17x1010 
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Figura 36. Análisis del crecimiento en 
medio líquido de las cepas mutantes 
y revertientes silvestres de B. ovis PA 
obtenidas en el presente trabajo.
A-E. Evaluación de la D.O.600 nm a 
diferentes tiempos de incubación (0-72 h) 
de cultivos en medio líquido TSB-YE-HS 
(suplementado con 50 μg/ml de 
kanamicina para la cepa portadora de la 
mutación polar en el operón virB) de B. 
ovis PA, de los mutantes Bo.ΔvirB(p)-M, 
Bo.ΔvjbR-M, Bo.cgs-M, Bo.ΔbacA-M y 




3.3.3 Estudio de las propiedades de la membrana externa. 
 
Con el fin de comprobar si la inactivación de los genes vjbR, cgs, bacA, virB2 y 
del operón virB causaba en las cepas mutantes de B. ovis PA alguna alteración 
relacionada con las propiedades de la membrana externa y que podría a su vez, 
repercutir en la virulencia de la bacteria, sometimos a estas cepas a diversos ensayos 
que permiten evaluar si la integridad de su membrana se ha visto afectada. 
 
• Análisis de la autoaglutinación en medio líquido de las cepas mutantes y 
revertientes silvestres de B. ovis PA. 
 
En primer lugar, evaluamos la capacidad de autoaglutinación en medio líquido 
TSB-YE-HS que presentaba cada una de las cepas modificada genéticamente derivada de 
B. ovis PA obtenidas en este trabajo. Como un control positivo del proceso de 
autoaglutinación se incluyó también en el experimento la cepa naturalmente rugosa B. 
canis RM6/66.  
Para la realización de dicho estudio se prepararon suspensiones de cada bacteria 
en medio líquido a una D.O.600 nm de 0,8 y posteriormente, sin agitación, se fueron 
analizando las variaciones que sufría este valor de D.O. a distintos tiempos (Apartado 
6.4.1 de Materiales y Métodos). Los datos obtenidos se expresaron como la media de los 
porcentajes de D.O.600 nm procedentes de tres ensayos independientes, considerando la 
D.O.600 nm inicial de 0,8 como el 100 %. Así, se pudo comprobar que los porcentajes de 
D.O. de la suspensión correspondiente a B. ovis PA sufrían unas variaciones mínimas a lo 
largo de todo el experimento con respecto a la D.O. inicial. Del mismo modo, se 
obtuvieron comportamientos idénticos a la cepa parental por parte de los mutantes 
Bo. ΔvirB(p)-M, Bo. ΔbacA-M y Bo. ΔvirB2-M, así como de las respectivas cepas 
revertientes silvestres (datos no mostrados). Por el contrario, a pesar de no llegar a los 
niveles de sedimentación mostrados por B. canis RM6/66, las cepas mutantes Bo. ΔvjbR-
M y Bo. Δcgs-M sí que presentaron una ligera disminución en el tiempo de los valores de 
D.O., alcanzando un porcentaje del 89 % al final del estudio (Figura 37A y 37B). Este 
suceso en cambio, no fue observado en el análisis llevado a cabo de las cepas 
revertientes silvestres de ambos mutantes (Figura 37A y 37B). 
 
• Evaluación de la sensibilidad a polimixina B, desoxicolato de sodio, peróxido de 
hidrógeno y pH ácido de la colección de cepas mutantes y revertientes silvestres 
de B. ovis PA. 
 
En la misma línea de seguir analizando si las mutaciones originadas en la cepa 
naturalmente rugosa B. ovis PA causaban alteraciones en la membrana externa que 
pudiesen provocar una disminución de la virulencia de la bacteria, realizamos varios



























































Figura 37. Autoaglutinación en medio líquido de las cepas mutantes Bo.ΔvjbR-M (A) y Bo.Δcgs-
M (B). Con el fin de evaluar esta capacidad en ambas cepas, se realizó un seguimiento de la D.O.600 nm de 
suspensiones de cada bacteria preparadas en TSB-YE-HS a distintos tiempos. Como controles del 
experimento se incluyeron también la cepa parental B. ovis PA, las cepas revertientes silvestres 
correspondientes y la cepa naturalmente rugosa B. canis RM6/66. Los datos representados hacen 
referencia a la media de tres ensayos llevados a cabo independientemente en las mismas condiciones, 
considerando la D.O.600 nm inicial de las suspensiones (0,8) como el valor 100% en cada caso. Para una 
mayor claridad, no se han incluido en las gráficas la desviación estándar de cada punto ya que en todos 
los casos fue poco representativa (D.E.<2,78). 
 
 
ensayos para evaluar si la capacidad de resistencia al efecto bactericida de ciertos 
compuestos se veía alterada en cada cepa mutante. Inicialmente, llevamos a cabo un 
estudio de la sensibilidad que mostraba la colección de mutantes a la acción bactericida 
de un péptido catiónico (la polimixina B) y de un detergente aniónico (el desoxicolato de 
sodio). Para ello, se determinaron las tasas de supervivencia que presentaban estas 
cepas tras ser expuestas durante 1 hora a una concentración en PBS de 1 mg/ml de 
polimixina B y de 0,1 mg/ml de desoxicolato de sodio (Ver Apartados 6.4.2 y 6.4.3 de 
Materiales y Métodos). Como controles, se incluyeron en dicho experimento, además de 
la cepa parental B. ovis PA, las correspondientes cepas revertientes silvestres. Con el fin 
de poder comparar los resultados obtenidos, se calculó para cada cepa el porcentaje de 
supervivencia una vez transcurrida la exposición, considerando como el 100 % de 
supervivencia, el recuento de UFC/placa obtenido tras la incubación en PBS sin agente 
durante el mismo periodo de tiempo. Así, se pudo observar que los porcentajes de 
supervivencia de las cepas mutantes y revertientes silvestres tras la exposición a 
polimixina B eran muy similares al obtenido en la cepa parental (63,4 %), exceptuando 
un mínimo descenso de la resistencia ofrecida a este péptido del mutante Bo.ΔvjbR-M 
(47,77 %, P=0,0064) y un ligero aumento de la misma en la cepa Bo.ΔbacA-M (82,03 %, 
P=0,0016) (Figura 38A). No se obtuvo en cambio, ninguna diferencia significativa entre 
la escasa sensibilidad mostrada por la cepa parental a la acción bactericida del 
desoxicolato de sodio (95,62 %) y la observada en cada cepa mutante y su revertiente 
silvestre (Figura 38B). 
Posteriormente, también decidimos evaluar el grado de resistencia que 
presentaban las cepas mutantes de B. ovis PA obtenidas a dos condiciones que la 
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bacteria se encuentra durante el tráfico intracelular que lleva a cabo por la célula 
hospedadora: a un pH ácido y al ataque bactericida por intermediarios del oxígeno.  
En primer lugar, realizamos un ensayo similar al descrito anteriormente para 
analizar las tasas de mortalidad tras la exposición a un pH ácido. Para ello, incubamos 
durante 5 horas cada cepa en PBS (como control del 100 % de supervivencia) y en 
tampón citrato a pH 4 (ver Apartado 6.4.4 de Materiales y Métodos). Los porcentajes de 
supervivencia obtenidos en todas las cepas de B. ovis PA incluidas en el experimento 
reflejaron la ausencia de diferencias significativas en cuanto a la sensibilidad mostrada a 
la exposición a un pH ácido (Figura 38C). 
Finalmente, para concluir el estudio de la integridad de la membrana externa de 
las cepas mutantes de B. ovis PA, determinamos su sensibilidad al peróxido de 
hidrógeno, un intermediario producido durante la explosión oxidativa de los macrófagos y 
utilizado por éstos como un mecanismo bactericida. Para ello, se extendieron 
masivamente 100 μl de una suspensión en PBS de cada cepa a una D.O.600 nm de 0,2 en 
placas de TSA-YE-HS, y posteriormente, en cada una de ellas centralmente, se depositó 
un disco de papel Whatman impregnado con 10 μl de peróxido de hidrógeno al 30 %. 
Una vez transcurridas 72 horas de incubación, se midieron los diámetros de los halos de 
inhibición generados y se calculó para cada cepa, la media ± la desviación estándar de 
los valores obtenidos provenientes de tres placas independientes (ver Apartado 6.4.5 de 
Materiales y Métodos). De nuevo, pudimos observar que no existían diferencias 
significativas entre la sensibilidad mostrada al agente inhibidor por las cepas mutantes y 
revertientes silvestres analizadas y la exhibida por la cepa parental (Figura 38D). 
 
 
3.4 Evaluación del efecto de la inactivación del operón virB y de los 
genes vjbR, cgs, bacA y virB2 sobre la expresión de los genes de la 
familia omp25/omp31 en B. ovis PA. 
 
Realizamos un estudio de la expresión de los genes omp31, omp25, omp25c y 
omp22, los cuales pertenecen a la familia omp25/omp31 y codifican PME funcionales en 
B. ovis PA, en la colección de cepas mutantes y revertientes silvestres derivadas de esta 
cepa con el fin de analizar si se veía afectada como consecuencia de las inactivaciones 
génicas efectuadas. Este análisis fue llevado a cabo a través de la detección de las PME 
Omp31, Omp25, Omp25c y Omp22 mediante el uso de la técnica Western Blot (Apartado 
3.8.2 de Materiales y Métodos). Para ello, empleamos un AcM específico frente a Omp25 
(AcM-C09, Tabla XII) y los anticuerpos policlonales obtenidos en conejo frente a las 
proteínas Omp25c y Omp22 de B. ovis PA y frente a la proteína Omp31b de B. abortus 
544 (Apartado 4 de Materiales y Métodos). El uso de este último suero se debe a que 
previamente comprobamos que presenta una reactividad serológica
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Figura 38. Sensibilidad a la exposición a polimixina B (A), desoxicolato de sodio (B), pH ácido 
(C) y peróxido de hidrógeno (D) de las cepas mutantes y revertientes silvestres de B. ovis PA 
obtenidas en el presente trabajo. A-C. Se muestran los porcentajes de supervivencia de cada cepa 
tras su exposición durante 1 hora a concentraciones de 1mg/ml de polimixina B y de 0,1 mg/ml de 
desoxicolato de sodio, y los obtenidos tras ser incubadas por un periodo de 5 horas en tampón citrato a 
pH 4. En cada cepa se consideró como el valor 100 % de supervivencia el número de UFC/placa obtenido 
en incubaciones paralelas en PBS únicamente. Los datos mostrados representan la media ± la desviación 
estándar de los porcentajes obtenidos en tres ensayos independientes. D. Representación gráfica de la 
media ± la desviación estándar del diámetro del halo de inhibición producido por acción del peróxido de 
hidrógeno en tres placas diferentes. Simbología: * y ** indican una diferencia estadísticamente 





cruzada muy fuerte con la proteína Omp31, reaccionando con ella con una intensidad 
incluso mayor que la mostrada por el anticuerpo monoclonal frente a Omp31 (AcM-G02) 
(Apartado 2.2.1 de Resultados). De este estudio decidimos descartar la evaluación de la 
expresión del gen omp25d ya que no se pudo detectar la presencia de la PME que 
codifica en B. ovis PA con los anticuerpos policlonales generados en conejo frente a ella 
(Apartado 2.2.1 de Resultados).  
Los resultados obtenidos mediante Western Blot se muestran en la Figura 39, 
donde se observa que en todas las cepas modificadas genéticamente de B. ovis PA, se 
Resultados………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
130 
AcPs anti-Omp31b (1/200) 
AcPs anti-Omp25c (1/50) 
AcMs anti-Omp25 (1/6000) 
AcPs anti-Omp22 (1/50) 
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pudieron detectar las cuatro PME analizadas. Además la expresión de los genes que las 
codifican parece no verse afectada por las mutaciones efectuadas en la cepa en el operón 
virB y en los genes bacA y virB2 (Figura 39A-39D, carriles 6-11). En cambio, la 
inactivación del gen cgs en B. ovis PA parece afectar a la expresión de los genes omp25c 
y omp22 ya que las bandas correspondientes a las proteínas que codifican fueron 
ligeramente más débiles en el mutante  Bo. Δcgs-M que en la cepa parental (Figura 39C y 
39D, carriles 4 y 5). Esta misma observación se pudo apreciar en la cepa Bo. ΔvjbR-M en 
cuanto a la serie de bandas de 29-30 kDa que presenta la proteína Omp25c (Figura 39C, 


































Figura 39. Análisis por Western Blot de la expresión de las PMEs Omp31 (A), Omp25 (B), 
Omp25c (C) y Omp22 (D) en las cepas mutantes y revertientes silvestres obtenidas en            
B. ovis PA. La detección de las PMEs se realizó utilizando un anticuerpo monoclonal frente Omp25 (AcM-
C09) y los AcPs obtenidos en conejo frente a las proteínas recombinantes purificadas Omp31b de B. 
abortus 544 y Omp25c y Omp22 de B. ovis PA, en las diluciones indicadas. Mediante flechas se señalan 
las posiciones de las PME detectadas y recuadradas en rojo, aquellas que reaccionaron más débilmente 
con los sueros en comparación con la cepa parental. Así mismo, se representa la proteína del marcador de 
peso molecular empleado más cercana a la PME detectada. Abreviaturas: PA (B. ovis PA), M (cepa 
mutante) y R (cepa revertiente silvestre). 
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3.5 Estudio de la virulencia en ratones BALB/c de las cepas mutantes de 
B. ovis PA en el operón virB y en los genes vjbR, cgs, bacA y virB2. 
 
Con el fin de analizar si la inactivación de los genes vjbR, cgs, bacA, virB2 y del 
operón virB en B. ovis PA provocaba una atenuación en la virulencia de la bacteria, 
llevamos a cabo un estudio de la colonización esplénica que presentaban dichas cepas 
mutantes en ratones BALB/c (Apartado 7.1 de Materiales y Métodos). Para ello, se 
inocularon intraperitonealmente 10 ratones por cepa con una dosis aproximada de 1 x 
106 UFC/ratón, y posteriormente, se determinó el número de bacterias viables presente 
en los bazos de un grupo de 5 ratones a las semanas 3 y 8 p.i., según se describe en el 
Apartado 7 de Materiales y Métodos. Las dosis exactas de inoculación, halladas mediante 
un recuento retrospectivo, fueron equivalentes para todas las cepas bajo estudio (Figura 
40B). 
Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que la cepa mutante 
Bo. ΔbacA-M no presentaba ninguna atenuación en su virulencia ya que mostró niveles de 
infección muy similares a los observados en la cepa parental (Figura 40A). Por el 
contrario, en la semana 3 p.i., la cepa mutante polar Bo. ΔvirB(p)-M y los mutantes en 
fase Bo. ΔvjbR-M, Bo. Δcgs-M y Bo. ΔvirB2-M presentaron unos recuentos esplénicos muy 
inferiores a los obtenidos con la cepa parental. Incluso, en la semana 8 p.i., en el caso de 
las cepas Bo. ΔvirB(p)-M, Bo. ΔvjbR-M y Bo. ΔvirB2-M no se llegó a aislar ninguna bacteria 
en los bazos. (Figura 40A). Con el fin de verificar la correcta identidad de cada cepa 
recuperada del bazo tras llevar a cabo los recuentos en placa oportunos, se realizaron 
diversas reacciones de PCR empleando para ello, las mismas parejas de oligonucleótidos 
utilizadas para la caracterización genética de cada mutante (Apartado 3.2 de 
Resultados). En el caso del mutante polar Bo. ΔvirB(p)-M, los recuentos esplénicos 
obtenidos en placas de TSA-YE-HS con y sin kanamicina fueron idénticos, lo que indica 
que la cepa generada en este estudio posee una mutación estable. Por último, cabe 
señalar que los niveles de infección observados mostraron una correlación directa con los 
pesos de los bazos extraídos. De este modo, los bazos con un mayor peso se obtuvieron 
de los ratones que había sido infectados con la cepa parental y el mutante no atenuado 
Bo. ΔbacA-M (Figura 40B). Por el contrario, en las demás cepas mutantes analizadas, en 
las cuales los recuentos esplénicos fueron muy bajos o nulos, la esplenomegalia inducida 












































































Figura 40. Análisis de la virulencia en ratones BALB/c de las cepas mutantes de B. ovis PA 
obtenidas en el presente trabajo. A. Se muestran los valores de infección esplénica obtenidos a las 
semanas 3 y 8 p.i., expresados como la media ± desviación estándar del log de UFC/bazo siendo n=5. B. 
Dosis (UFC/ml) exactas de cada una de las cepas inoculadas intraperitonealmente y media ± desviación 
estándar del peso de los bazos procedentes de ratones BALB/c infectados con cada una de las cepas y 
sacrificados a las semanas 3 y 8 p.i. (expresados en gramos). El nivel de significación estadística existente 
al comparar los resultados obtenidos en cada cepa mutante de B. ovis PA con los valores generados por la 
cepa parental se muestran mediante: * P≤0,01, ** P≤0,001, *** P≤0,0001.  
 
 
3.6 Análisis de la capacidad infectiva y de multiplicación intracelular de 
las cepas mutantes de B. ovis PA en el operón virB y en los genes 
vjbR, cgs, bacA y virB2 en cultivos de macrófagos murinos. 
 
En vista de los resultados anteriores, en los cuales se observó una marcada 
atenuación en virulencia de la cepa mutante polar Bo.ΔvirB(p)-M y de los mutantes en 
fase Bo.ΔvjbR-M, Bo.Δcgs-M y Bo.ΔvirB2-M, decidimos evaluar si esa atenuación estaba 
relacionada con una disminución en la capacidad de supervivencia intracelular de dichas 
bacterias en células fagocíticas profesionales. Para ello, realizamos diversos ensayos de 
infección de cultivos de macrófagos murinos J774.A1 empleando las condiciones 
experimentales señaladas en el Apartado 8.4 de Materiales y Métodos. En cada 
experimento se incluyó, aparte de la cepa control B. ovis PA, la cepa revertiente silvestre 
correspondiente. Los resultados obtenidos revelaron que, al igual que sucedió en los 
estudios de virulencia realizados en ratón, la inactivación del gen bacA no afectaba a la 





Semana 3 p.i. Semana 8 p.i. 
B. ovis PA 1,10x106 0,260±0,10 0,260±0,06 
Bo.ΔvirB(p)-M 1,26x106 0,100±0,00*** 0,100±0,02* 
Bo.ΔvjbR-M 1,07x106 0,120±0,01** 0,090±0,00* 
Bo.Δcgs-M 9,74x105 0,110±0,03*** 0,110±0,03* 
Bo.ΔbacA-M 1,15x106 0,230±0,06 0,310±0,18 
Bo.ΔvirB2-M 1,26x106 0,110±0,01*** 0,090±0,01* 
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capacidad de internalización y multiplicación intracelular de B. ovis PA (Figura 41D). Por 
el contrario, las mutaciones en los genes vjbR, cgs, virB2 y en el operón virB tuvieron 
como consecuencia diferentes grados de atenuación en la virulencia del microorganismo. 
De este modo, el caso más drástico se observó en la cepa mutante Bo.ΔvirB(p)-M, la 
cual, a pesar de que inicialmente mostró niveles de infección similares a los de la cepa 
parental, a las 24 horas p.i. era totalmente eliminada por las células fagocíticas (Figura 
41A). Sin llegar a una completa anulación de su supervivencia intracelular, las cepas 
mutantes Bo.ΔvjbR-M y Bo.ΔvirB2-M presentaron una marcada disminución en el número 
de bacterias intracelulares, con un descenso a las 72 horas p.i. de 1,92 y 2,46 unidades 
logarítmicas, respectivamente (Figura 41B y 41E). Por último, la inactivación del gen cgs 
afectó principalmente a la capacidad invasiva de la bacteria, observándose un reducción 
de 0,87 unidades logarítmicas en relación con la cepa parental (Figura 41C). Esta 
diferencia entre los recuentos observados inicialmente entre B. ovis PA y la cepa mutante 
también se fue manteniendo a los distintos tiempos p.i. analizados ya que la capacidad 
de replicación intracelular de Bo.Δcgs-M fue muy similar a la de la cepa parental (Figura 
41C). Cabe señalar que en todos los ensayos de infección realizados, la cinética de 
multiplicación intracelular presentada por cada cepa revertiente silvestre estudiada fue 
prácticamente la misma que la seguida por la cepa parental B. ovis PA (Figura 41A-41E). 
Finalmente, con el fin de verificar que los defectos observados en cuanto al 
comportamiento intracelular mostrado por las cepas Bo.ΔvirB(p)-M, Bo.vjbR-M, 
Bo.ΔvirB2-M y Bo.Δcgs-M no estaban causados por un efecto citotóxico de la infección, 
determinamos la actividad LDH presente en los sobrenadantes de los cultivos a los 
diferentes tiempos p.i.. Los resultados obtenidos demostraron la inexistencia de 
diferencias significativas entre los porcentajes de muerte celular observados en cultivos 
infectados por la cepa parental y por las cepas mutantes analizadas (datos no 
mostrados).  
En vista de los resultados obtenidos en los ensayos de infección de cultivos de 
macrófagos realizados previamente, donde se observó una atenuación en la virulencia de 
los mutantes en fase Bo.ΔvjbR-M, Bo.Δcgs-M y Bo.ΔvirB2-M, procedimos a complementar 
dichas cepas con el correspondiente gen silvestre con el objeto de comprobar si este 
proceso permitía recuperar los niveles de infección mostrados por la cepa parental. La 
complementación de cada cepa mutante se llevó a cabo introduciendo un plásmido 
recombinante portador del gen silvestre de interés mediante electroporación (ver 
Apartado 5.2.2 de Materiales y Métodos). Estos plásmidos, además de ser capaces de 
replicarse en Brucella spp, poseen en su secuencia un gen que confiere al 
microorganismo resistencia a kanamicina o a ampicilina, permitiendo su selección. Una 
vez confirmada la complementación de las cepas mutantes mediante hibridacADN 
utilizando la técnica denominada Blot de colonias (ver Apartado 5.2.2 de Materiales y 





presentaban en cultivos de macrófagos J774.A1. Para ello, realizamos ensayos de 
infección siguiendo la metodología descrita para las cepas mutantes (Apartado 8.4 de 
Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos mostraron que las cepas 
complementadas Bo.ΔvjbR-COM y Bo.Δcgs-COM presentaban un comportamiento 
intracelular similar al observado en las respectivas cepas mutantes (Figura 42A y 42B). 
Por el contrario, y a pesar de no alcanzar los niveles de infección mostrados por la cepa 
parental B. ovis PA, la complementación con el gen silvestre virB2 sí que le proporcionó a 
la cepa mutante Bo.ΔvirB2-M una cierta recuperación de su capacidad de multiplicación 


















































































































Figura 41. Análisis de la cinética de 
multiplicación intracelular de las cepas 
mutantes Bo.ΔvirB(p)-M (A), Bo.vjbR-M (B), 
Bo.Δcgs-M (C), Bo.ΔbacA-M (D) y Bo.ΔvirB2-
M (E) en macrófagos murinos. Cultivos de 
células J774.A1 se incubaron durante 4 horas con 
suspensiones bacterianas de cada cepa 
preparadas a una MOI = 200 UFC/célula. Tras 
tratar los cultivos con gentamicina, se determinó
el número de bacterias intracelulares viables 
existentes a diferentes tiempos p.i. mediante 
recuentos en placa. Como cepas controles se 
utilizaron en cada ensayo, la cepa parental B. ovis
PA y la cepa revertiente silvestre correspondiente. 
Los resultados expuestos representan la media ±
desviación estándar     (n = 4) del logaritmo de 
las UFC/ml obtenidas. 























































































Figura 42. Estudio de la cinética de multiplicación intracelular de las cepas Bo.ΔvjbR-COM (A), 
Bo.Δcgs-COM (B) y Bo.ΔvirB2-COM (C) en cultivos de macrófagos murinos. Se muestra la media 
± la desviación estándar (n = 4) del logaritmo de las UFC/ml obtenidas a diferentes tiempos p.i. en 
ensayos de infección de células J774.A1 realizados utilizando las cepas mutantes en fase Bo.ΔvjbR-M, 
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1. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES ENTRE LAS CEPAS NATURALMENTE 
RUGOSAS B. ovis PA y B. canis RM6/66 Y LAS CÉLULAS FAGOCÍTICAS. 
 
1.1 Evaluación del efecto citotóxico causado por una infección de         
B. ovis PA y B. canis RM6/66. 
 
Estudios previos han demostrado que las estirpes lisas virulentas de Brucella no 
causan un efecto citotóxico en las células fagocíticas cuando las infectan y que además, 
son capaces de interferir en el proceso de apoptosis de las células hospedadoras 
(Galdiero et al., 2000; Gross  et al., 2000; Fernández-Prada et al., 2003; Pei and Ficht, 
2004). Todo ello les permite obtener un claro beneficio propio ya que su supervivencia y 
multiplicación intracelular se ve favorecida. En contraste, se ha observado que cepas 
mutantes rugosas obtenidas a partir de B. abortus y B. melitensis se encuentran 
atenuadas debido a que, a pesar de ser capaces de replicarse en las células 
hospedadoras, causan la muerte celular de éstas. Esto último provoca que las bacterias 
sean liberadas tempranamente al medio extracelular, donde son destruidas por 
diferentes mecanismos bactericidas (Fernández-Prada et al., 2003; Pei and Ficht, 2004; 
Pei et al., 2006; Qin et al., 2008). Hasta el momento, existen varias evidencias científicas 
que indican que la muerte de las células hospedadoras acontece a través de procesos de 
apoptosis, oncosis y necrosis (Pei and Ficht, 2004; Pei et al., 2006; Chen and He, 2009), 
aunque los mecanismos y los genes responsables de este efecto citotóxico, específico de 
macrófagos, todavía no han sido plenamente elucidados.  
En contraste a estas observaciones, los resultados experimentales obtenidos en el 
presente trabajo han demostrado que las infecciones causadas por B. ovis PA y B. canis 
RM6/66, dos cepas naturalmente rugosas, apenas provocan efectos citotóxicos tanto en 
cultivos de células HeLa como en cultivos de macrófagos J774.A1 (Apartado 1.1 de 
Resultados). Por tanto, es posible concluir que, a diferencia de lo que sucede en los 
mutantes rugosos, la ausencia de cadenas polisacarídicas O en estas dos cepas no es 
responsable de un efecto citotóxico en ninguno de los dos tipos de cultivos celulares 
analizados. 
Esta discrepancia en cuanto a la citotoxicidad mostrada por los mutantes rugosos 
y las cepas naturalmente rugosas B. ovis PA y B. canis RM6/66, podría residir en posibles 
diferencias en la estructura del R-LPS ya que la ausencia de las cadenas polisacarídicas O 
en el lipopolisacárido puede deberse a distintas mutaciones en el genoma de la bacteria. 
Estas mutaciones afectan a la síntesis, polimerización o transporte de las cadenas O y 
pueden incluso llegar a alterar la estructura del núcleo oligosacarídico (Monreal et al., 
2003; González et al., 2008). Probablemente, en el caso de las cepas mutantes rugosas 
obtenidas a partir de estirpes lisas de Brucella, la citotoxicidad observada sea debida más 
a posibles efectos pleiotrópicos derivados de la eliminación de las cadenas O que causan 
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alteraciones en las propiedades topológicas, biológicas y físico-químicas de la envuelta 
celular y que provocan un distinto comportamiento de la bacteria. Esta circunstancia 
podría entonces justificar la citotoxicidad causada por la cepa mutante rugosa B. abortus 
RB51 en cultivos de células HeLa (Apartado 1.1 de Resultados, Tabla XVI). Además, hay 
que tener en cuenta que la membrana externa de las especies del género Brucella 
presenta propiedades diferentes relacionadas posiblemente con una diversa composición 
(Martín-Martín et al., 2010), y que podrían contribuir, al menos en parte, a un distinto 
efecto citotóxico causado por la infección de este patógeno. 
Finalmente, Pei et al., 2008b y Zhong et al., 2009 han determinado la implicación 
del Sistema de Secreción de Tipo IV (T4SS) en la citotoxicidad causada por las cepas de 
Brucella en los cultivos celulares. Adicionalmente, estos autores han señalado que en el 
caso de las cepas mutantes rugosas, la ausencia de las cadenas polisacarídicas O en el 
lipopolisacárido podría provocar un aumento de la exposición del sistema de secreción en 
la superficie de la bacteria. Esto podría favorecer entonces, que distintas proteínas 
efectoras fueran más fácilmente secretadas a las células hospedadoras, lo que 
incrementaría el efecto citotóxico de la infección. En contraste a estas observaciones, los 
dos mutantes en el operón virB de B. ovis PA generados en este trabajo de investigación, 
no presentaron variación alguna en cuanto a la citotoxicidad causada en cultivos de 
macrófagos murinos en relación a la cepa parental (datos no mostrados). En 
consecuencia, es posible que en el caso de la cepa naturalmente rugosa B. ovis PA, el 
T4SS no ejerza un papel relevante en la citotoxicidad causada por la bacteria. 
 
1.2 Análisis del nivel de activación de los macrófagos infectados por     
B. ovis PA y B. canis RM6/66. 
 
Investigaciones previas han demostrado que la ausencia de las cadenas 
polisacarídicas O en el lipopolisacárido de estirpes lisas de Brucella provoca un fuerte 
estado de activación del macrófago como respuesta a la infección, lo cual se ve reflejado 
por una mayor producción y liberación de citoquinas y quimioquinas por parte de la 
célula fagocítica (Rittig et al., 2003; Jiménez de Bagüés et al., 2004). En base a estas 
evidencias científicas, en el presente trabajo de investigación hemos estudiado si la 
infección por B. ovis PA y B. canis RM6/66, dos cepas naturalmente rugosas, inducían 
también fuertes estados de activación en macrófagos murinos. Para ello, determinamos 
los niveles de TNFα e IL12 presentes en los sobrenadantes de cultivos de células J774.A1 
infectados por ambas cepas. Los resultados obtenidos demostraron que tanto B. ovis PA 
como B. canis RM6/66 apenas inducían una activación del macrófago, al igual que 
sucedía con la cepa lisa B. abortus 2308 utilizada como control (Apartado 1.1 de 
Resultados, Figura 18). Estos resultados concuerdan con los descritos previamente por 
Caron et al. en 94, ya que estos autores también detectaron niveles bajos de TNFα en los 
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sobrenadantes de cultivos de macrófagos U937 diferenciados durante una infección por 
B. canis RM6/66. En contraste, en los ensayos realizados en el presente trabajo con la 
cepa mutante rugosa B. abortus RB51, detectamos un aumento significativo de la 
producción de TNFα a las 24 horas p.i. y de IL12 a las 48 horas p.i. (Apartado 1.1 de 
Resultados, Figura 18). Una posible explicación a estas diferencias observadas en los 
grados de activación de las células fagocíticas podría residir en la utilización de distintas 
rutas de entrada al macrófago por parte de las especies lisas de Brucella y de las cepas 
mutantes rugosas generadas a partir de ellas. Así, se ha demostrado que las especies 
lisas de Brucella penetran en los macrófagos mediante una vía de entrada mediada por 
los lípidos rafts (Kim et al., 2002; Naroeni and Porte, 2002; Watarai et al., 2002a; 
Watarai et al., 2002b) dependiente además, de la señalización llevada a cabo por los 
receptores TLR4 (“Toll-like receptors”) (Triantafilou et al., 2002; Pei et al., 2008a), los 
cuales se ha comprobado que no se encuentran implicados en la activación del 
macrófago como sucede con los receptores TLR2 (Huang et al., 2003; Pei et al., 2008a). 
Por el contrario, se ha observado que las cepas mutantes rugosas no emplean esta ruta 
de entrada para internalizarse en las células fagocíticas, empleando para ello, otros 
receptores que todavía no han sido identificados (Porte et al., 2003). El hecho de que 
tanto B. ovis PA como B. canis RM6/66 usen una ruta de entrada al macrófago mediada 
por los dominios lipídicos como las cepas lisas, lo cual ha sido demostrado en el presente 
trabajo (Apartado 1.3.1 de Resultados), podría explicar entonces el bajo grado de 
activación de las células fagocíticas observado. Por tanto, estas dos cepas naturalmente 
rugosas, al igual que ocurre con las cepas lisas y al contrario que sucede con sus 
mutantes rugosos, serían capaces de llevar a cabo una modulación de la síntesis de 
mediadores inmunes por parte del macrófago durante el proceso infeccioso, lo que 
favorece su supervivencia intracelular. 
 
1.3 Estudio de la tasa de multiplicación intracelular de B. ovis PA y       
B. canis RM6/66 en células fagocíticas profesionales. 
 
Estudios sobre la virulencia en cultivos de macrófagos de cepas mutantes rugosas 
obtenidas a partir de estirpes lisas de Brucella han proporcionado diversos resultados 
experimentales en cuanto al comportamiento intracelular mostrado por éstas. Así, se han 
descrito mutantes rugosos que presentaban diferentes grados de atenuación en su 
supervivencia intracelular (Allen et al., 1998; McQuiston et al., 1999; Foulongne et al., 
2000; Ugalde et al., 2000; Monreal et al., 2003; Porte et al., 2003; González et al., 
2008), mientras que otros, en cambio, mostraban una tasa de multiplicación intracelular 
muy similar a la de la cepa parental (Godfroid et al., 1998). En el presente trabajo, 
hemos analizado la cinética de multiplicación intracelular de las cepas naturalmente 
rugosas B. ovis PA y B. canis RM6/66, y de la cepa mutante rugosa B. abortus RB51 en 
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cultivos de macrófagos J774.A1 y en cultivos de macrófagos esplénicos obtenidos de 
ratones BALB/c infectados con cada cepa. Los resultados obtenidos demostraron que 
tanto B. ovis PA como B. canis RM6/66 eran capaces de persistir en ambos tipos de 
cultivos, mostrando incluso, un incremento en el número de bacterias intracelulares 
presentes a las 72 horas p.i en la línea celular J774.A1 (Apartado 1.2 de Resultados, 
Figura 19). Este comportamiento intracelular se asemejó más al exhibido por la cepa lisa 
B. abortus 2308 que al de la cepa mutante rugosa B. abortus RB51, ya que ésta fue 
incapaz de replicarse en macrófagos J774.A1 y de sobrevivir en los cultivos de 
macrófagos esplénicos (Apartado 1.2 de Resultados, Figura 19).  
Este diferente comportamiento intracelular podría residir en la utilización de rutas 
de entrada al macrófago distintas por parte de B. abortus RB51 y las dos cepas 
naturalmente rugosas. Así, tanto B. ovis PA como B. canis RM6/66 penetrarían a la célula 
fagocítica mediante una vía de entrada mediada por los “lípidos rafts”, al igual que las 
cepas lisas (Apartado 1.3.1 de Resultados), y seguirían una ruta endocítica que permite 
el desarrollo de un nicho replicativo óptimo para la bacteria (Naroeni et al., 2001; Porte 
et al., 2003; Celli and Gorvel, 2004). En contraste, de acuerdo con lo descrito en otras 
cepas mutantes rugosas, B. abortus RB51 no emplearía esta ruta de entrada al 
macrófago, siendo rápidamente eliminada por fusión de los lisosomas con la vacuola que 
la transporta (Porte et al., 2003).    
Un segundo aspecto que explicaría la reducción que presenta B. abortus RB51 en 
la capacidad de supervivencia intracelular, en relación con la mostrada por las cepas 
naturalmente rugosas, podría ser el hecho de que este mutante es mucho más sensible 
que B. ovis PA y B. canis RM6/66 a la acción bactericida de la polimixina B, un péptido 
catiónico similar a los sintetizados por las células fagocíticas (Martín-Martín et al., 2010), 
y a que además, a diferencia de estas dos últimas cepas, induce fuertes estados de 
activación en los macrófagos (Apartado 1.2 de Resultados). Por el contrario, resultados 
obtenidos también en este trabajo, descartan que la atenuación observada en la cepa B. 
abortus RB51 en los ensayos de infección realizados en macrófagos J774.A1 sea debida a 
un efecto citotóxico causado por la bacteria (Apartado 1.1 de Resultados). 
Por otra parte, pudimos observar en los experimentos llevados a cabo en los 
cultivos de macrófagos esplénicos, que el número inicial de bacterias intracelulares de la 
cepa mutante rugosa B. abortus RB51 era bastante inferior al detectado en el caso de    
B. ovis PA y B. canis RM6/66 (Apartado 1.2 de Resultados, Figura 19). Esto podría estar 
relacionado con el grado de sensibilidad que presentan estas bacterias al efecto 
bactericida del suero no inmune y de los péptidos catiónicos, ambos mecanismos de la 
inmunidad innata de mamíferos involucrados en el control de patógenos extracelulares. 
Así, resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que B. ovis PA y B. canis 
RM6/66 son significativamente más resistentes a estos mecanismos que B. abortus RB51 
(Martín-Martín et al., 2010). 
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En vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que la ausencia de 
cadenas polisacarídicas O en el LPS de B. ovis PA y de B. canis RM6/66 no lleva asociada 
una disminución en la capacidad de supervivencia intracelular de las bacterias en las 
células fagocíticas, lo que justifica, al menos en parte, la marcada virulencia que 
muestran ambas cepas en sus respectivos hospedadores primarios. 
 
1.4 Estudio de los mecanismos de infección empleados por B. ovis PA y 
B. canis RM6/66. 
 
1.4.1 Papel de los “lípidos rafts” en la internalización y 
multiplicación intracelular de B. ovis PA y B. canis RM6/66 en 
macrófagos murinos. 
 
Los “lípidos rafts” son microdominios especializados de la membrana plasmática 
de las células eucarióticas que están enriquecidos en colesterol, esfingomielina, 
gangliósidos y fosfolípidos que contienen cadenas de ácidos grasos saturados. Presentan 
además una gran variedad de proteínas, entre las que se encuentran quinasas de la 
familia src, proteínas glicosilfosfatidilinositol de anclaje a la membrana (proteínas GPI) o 
la enzima sintasa de óxido nitroso endotelial (Pike, 2003). Esto determina que los “lípidos 
rafts” no sean todos iguales, sino que muestren una cierta heterogeneidad en cuanto a 
su composición. Debido a la presencia de colesterol, estas regiones son menos fluidas 
que el resto de la membrana plasmática y se comportan como balsas lipídicas compactas 
y organizadas (Pike, 2003). Los “lípidos rafts” poseen un enorme dinamismo de 
formación y disgregación y se ha comprobado que se encuentran implicados en procesos 
celulares fundamentales tales como la transducción de señales o la endocitosis. Se han 
observado numerosos fenómenos donde sucede un reclutamiento de “lípidos rafts” para 
la iniciación de la transducción de una señal, como sucede en la activación de los 
linfocitos T (Simons and Toomre, 2000; Pike, 2003). Asimismo, se ha verificado que 
varios microorganismos patógenos utilizan los “lípidos rafts” como una puerta de entrada 
a la célula hospedadora. Entre éstos se encuentran Mycobacterium bovis (Gatfield and 
Pieters, 2000), Legionella pneumophila (Watarai et al., 2001) y algunos virus de 
organismos mamíferos (Pelkmans, 2005). 
Resultados obtenidos experimentalmente han demostrado que las especies lisas 
virulentas de Brucella penetran en los macrófagos usando una vía de entrada mediada 
por los “lípidos rafts” y siguen una ruta endocítica en la cual, escapan a la fusión con 
lisosomas (Kim et al., 2002; Naroeni and Porte, 2002; Watarai et al., 2002a; Watarai et 
al., 2002b; Porte et al., 2003). La presencia de estos “lípidos rafts” en la membrana de la 
BCV lleva asociada la inhibición de la fusión con los lisosomas y permite que la bacteria 
llegue a desarrollar un nicho replicativo óptimo (Naroeni et al., 2001; Porte et al., 2003; 
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Celli and Gorvel, 2004). En contraste, se ha descrito que las cepas mutantes rugosas 
obtenidas por ingeniería genética de estirpes lisas de Brucella, no utilizan los “lípidos 
rafts” como vía de entrada y se fusionan rápidamente con los lisosomas (Porte et al., 
2003; Pei et al., 2008a). En vista de ello, estos autores han señalado que la presencia de 
cadenas polisacarídicas O en el LPS es necesaria para que la bacteria penetre en la célula 
fagocítica mediante los “lípidos rafts” y logre, de esta manera, sobrevivir y replicarse 
intracelularmente.  
Se ha comprobado que la eliminación de las cadenas O en las estirpes lisas 
provoca que su membrana externa sea altamente hidrofóbica y que se encuentre 
cargada negativamente (González et al., 2008), lo que podría favorecer el 
establecimiento de múltiples interacciones no específicas entre la bacteria y la membrana 
de la célula fagocítica. Esta circunstancia podría llevar asociada una posible pérdida de la 
capacidad de la bacteria para seleccionar el portal de entrada al macrófago mediante los 
dominios lipídicos, lo cual podría ser responsable de la atenuación observada en la 
virulencia de estas cepas mutantes rugosas (Allen et al., 1998; McQuiston et al., 1999; 
Foulongne et al., 2000; Monreal et al., 2003; Porte et al., 2003; González et al., 2008). 
En contraste a esta última observación, los resultados obtenidos en el presente 
trabajo han demostrado que la entrada de las cepas naturalmente rugosas B. ovis PA y 
B. canis RM6/66 en los macrófagos es dependiente del colesterol y del gangliósido GM1, 
dos componentes de los “lípidos rafts”, ya que la internalización de ambas cepas se veía 
fuertemente reducida al tratar previamente a los macrófagos con β−metil-ciclodextrina y 
filipina (que secuestran y unen colesterol de la membrana plasmática) y con la subunidad 
B de la toxina colérica (un ligando del GM1) (Apartado 1.3.1 de Resultados, Figura 20). 
Por tanto, la ausencia de cadenas O en el LPS de B. ovis PA y B. canis RM6/66 no afecta 
a la ruta de entrada de ambas cepas en macrófagos murinos, siendo capaces de 
infectarlos vía “lípidos rafts”. Esta puerta de entrada les permitiría, entonces, poder 
restringir fusiones tempranas con los lisosomas y poder llegar a expresar los genes 
implicados en la construcción de un nicho replicativo. Esta hipótesis se vería apoyada 
además, por la virulencia que muestran ambas cepas naturalmente rugosas tanto en sus 
hospedadores primarios, carneros y perros, como en los modelos experimentales 
empleados en este trabajo: ratón y cultivos celulares.  
Este diferente comportamiento entre las cepas naturalmente rugosas y las cepas 
mutantes rugosas de Brucella podría residir en las particulares características que 
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1.4.2 Implicación del receptor SR-A en la entrada de B. ovis PA y    
B. canis RM6/66 en macrófagos murinos. 
 
Los receptores “scavenger” presentes en la superficie de los macrófagos se 
encuentran implicados en una gran variedad de funciones biológicas, desde la deposición 
de colesterol en las paredes arteriales durante procesos de aterogénesis hasta la 
eliminación de macromoléculas cargadas negativamente y defensa frente a patógenos 
(Peiser and Gordon, 2001; Peiser et al., 2002a). Esto se debe a la amplia capacidad que 
poseen estos receptores para unir distintos ligandos. Los receptores “scavenger” se 
clasifican en diferentes clases: A (receptor SR-A de tipo I y II y receptor MARCO);          
B (receptores CD36 y SR-BI); C (receptor dSR-CI); D (receptor CD68); E (receptor LOX-
1); F (receptor SREC) y receptores Fc (Gordon, 2002; Peiser et al., 2002a). Se ha 
descrito que el receptor SR-A está constituido por una glicoproteína transmembranal 
homotrimérica que se halla en la superficie de células fagocíticas mononucleares (Krieger 
and Herz, 1994), donde media la endocitosis de lipoproteínas modificadas (Krieger y 
Herz, 1994), la fagocitosis de timocitos apoptóticos (Platt et al., 1996) y la adhesión de 
los macrófagos a superficies cubiertas por proteínas séricas (Fraser et al., 1993), 
proteínas glucosiladas de la membrana basal (El Khoury et al., 1994) y péptidos β-
amiloides fibrilares (El Khoury et al., 1996).  
Resultados experimentales previos han demostrado que la especie lisa B. abortus 
penetra en los macrófagos en condiciones no opsonizantes mediante la utilización de este 
receptor, el cual se ha comprobado que se encuentra asociado a los “lípidos rafts” (Kim 
et al., 2004). Los resultados obtenidos en el presente trabajo también demostraron que 
la entrada en los macrófagos de las dos cepas naturalmente rugosas estudiadas, B. ovis 
PA y B. canis RM6/66, es dependiente del receptor SR-A ya que la internalización de 
ambas cepas se veía fuertemente bloqueada en macrófagos J774.A1 tratados con ácido 
poliinosínico, un ligando específico de dicho receptor (Apartado 1.3.2 de Resultados, 
Figura 21). Estos resultados estarían en concordancia con el hecho de que tanto B. ovis 
PA como B. canis RM6/66 usen una ruta de entrada mediada por los “lípidos rafts” 
(Apartado 1.3.1 de Resultados).  
Por otra parte, se ha observado que preparaciones de LPS obtenidas de especies 
lisas y rugosas de Brucella inhiben la penetración de B. abortus y B. suis en los 
macrófagos (Rittig et al., 2003; Kim et al., 2004), y que el receptor SR-A es capaz de 
unir fracciones solubles del lípido A (Hampton et al., 1991). Debido a esto, se ha 
sugerido que el lípido A podría estar involucrado en el reconocimiento del receptor SR-A y 
constituir entonces, un buen ligando para este receptor (Kim et al., 2004). En contraste, 
en el presente trabajo ninguna de las preparaciones de LPS utilizadas bloqueó la 
internalización de B. abortus 2308, B. ovis PA y B. canis RM6/66 en los macrófagos 
J774.A1 (Apartado 1.3.2 de Resultados, Figura 21). Esta discrepancia con las 
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observaciones señaladas anteriormente puede deberse a diferencias experimentales en 
cuanto a los cultivos celulares usados y/o a la pureza de los LPS empleados, ya que en 
nuestro modelo experimental las preparaciones se encontraban altamente purificadas con 
niveles de proteínas inferiores al 6% (Monreal et al., 2003). No obstante, cabe destacar 
que en el caso de Neisseria meningitidis, este microorganismo utiliza el receptor SR-A 
para su entrada en las células fagocíticas y sin embargo, se ha demostrado que el LPS no 
actúa como ligando de este receptor y sí otras proteínas presentes en la bacteria (Peiser 
et al., 2002b, Peiser et al., 2006). Por tanto, otras moléculas localizadas en la superficie 
de Brucella spp. podrían constituir posibles ligandos potenciales implicados en el 
reconocimiento del receptor SR-A, como por ejemplo, las PMEs. Futuras investigaciones 
se tendrán que llevar a cabo con el objeto de aclarar dicho aspecto.  
 
1.4.3 Papel de la actividad enzimática de las PI3Ks en la 
internalización de B. ovis PA y B. canis RM6/66 en macrófagos 
murinos. 
 
Las fosfatidilinositol quinasas (PIKs) son una familia de enzimas que están 
implicadas en una gran variedad de procesos biológicos, tales como transducción de 
señales (Van Haastert and Devreotes, 2004), arquitectura del citoesqueleto (Behnia and 
Munro, 2005) dinámica de la membrana (Di Paolo and De Camilla, 2006) y síntesis de 
citoquinas y quimioquinas de la respuesta inmune (Aksoy et al., 2005; Polumuri et al., 
2007). Diversos estudios experimentales han demostrado que tanto la internalización 
como el tráfico intracelular de estirpes lisas de Brucella en las células hospedadoras, es 
dependiente de la actividad enzimática ejercida por fosfatidilinositol 3 quinasas (PI3Ks) 
(Guzmán-Verri et al., 2001; Pei et al., 2008a; Qin et al., 2008). Más concretamente, se 
ha demostrado que las PI3Ks que intervienen en la fagocitosis de este patógeno en 
células eucarióticas pertenecen a la Clase I de este grupo de quinasas y se localizan 
cerca de la membrana plasmática, mientras que las PI3Ks que participan en el desarrollo 
de un nicho replicativo óptimo para Brucella spp. durante su tráfico intracelular, son de la 
Clase III y se sitúan cerca de los endosomas (Vieira et al., 2001; Qin et al., 2008; Weber 
et al., 2009).  
Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que la entrada de la 
cepa lisa B. abortus 2308 en las células fagocíticas es dependiente de la actividad 
enzimática de las PI3Ks ya que la internalización de esta cepa se reducía fuertemente 
cuando los macrófagos eran tratados con wortmanina, un inhibidor de la actividad 
quinasa de las PI3Ks (Apartado 1.3.3 de Resultados, Figura 22). Estos resultados 
concuerdan con lo observado previamente por Guzmán-Verri et al., 2001, Pei et al., 
2008a y Qin et al., 2008 en ensayos realizados con las cepas lisas B. abortus 2308 y     
B. melitensis 16M en células HeLa, S2 y J774.A1. Sin embargo, discrepan con los 
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resultados obtenidos por Kim et al. en 2002 en experimentos llevados a cabo en cultivos 
de macrófagos aislados de médula ósea utilizando la cepa B. abortus 544, lo cual, podría 
atribuirse al uso de condiciones y procedimientos experimentales diferentes. 
Por otra parte, en contraste con lo observado con la estirpe lisa B. abortus 2308, 
las cepas naturalmente rugosas B. ovis PA y B. canis RM6/66 presentaron una tasa de 
penetración en cultivos celulares tratados con wortmanina similar o incluso, ligeramente 
superior, a la obtenida en experimentos realizados en macrófagos no tratados (Apartado 
1.3.3 de Resultados, Figura 22). Cabe señalar que este comportamiento también ha sido 
observado en mutantes rugosos derivados de la cepa lisa B. abortus 2308 (Pei et al., 
2008a; Qin et al., 2008). Por tanto, las enzimas PI3Ks podrían desempeñar papeles 
diferentes en la internalización de estirpes lisas y rugosas de Brucella en los macrófagos, 
sin descartar además, que otras enzimas diferentes estén implicadas en dicha entrada.  
 
 
2. ANÁLISIS DE LA DISTRIBUCIÓN DE LAS PMEs DE LA FAMILIA 
Omp25/Omp31 EN Brucella spp. Y SU IMPLICACIÓN EN VIRULENCIA. 
 
2.1 Implicación de las PMEs Omp25d y Omp22 en la internalización y 
multiplicación intracelular de la cepa naturalmente rugosa B. ovis 
PA en células fagocíticas. 
 
Diversas investigaciones realizadas previamente han demostrado que B. abortus 
es capaz de penetrar y sobrevivir intracelularmente en células fagocíticas no 
profesionales tales como las células HeLa (Detilleux et al., 1990: Pizarro-Cerdá et al., 
2000; Ferrero et al., 2009). Se ha descrito que esta entrada la lleva a cabo utilizando un 
mecanismo de invasión denominado “fagocitosis por cremallera” observado también 
durante los procesos de internalización de Listeria monocytogenes y Yersinia pestis 
(Dramsi and Cossart, 1998). Este mecanismo se caracteriza por la reorganización de la 
membrana plasmática de la célula eucariota en el punto de contacto con la bacteria, que 
desencadena posteriormente, un recubrimiento progresivo del microorganismo gracias a 
la intervención del citoesqueleto de actina (Pizarro-Cerdá et al., 1999). Los resultados 
obtenidos en el presente trabajo han demostrado que la cepa naturalmente rugosa       
B. ovis PA es capaz de invadir y de sobrevivir intracelularmente en células HeLa y, 
además, que la presencia de las PMEs Omp25d y Omp22 en su membrana externa era 
necesaria para que lleve a cabo la internalización (Apartado 2.1 de Resultados, Figura 
24). Este hecho indica que ambas proteínas pueden estar implicadas en el mecanismo de 
“fagocitosis por cremallera” empleado por la bacteria para penetrar en las células HeLa.  
Por otra parte, los resultados experimentales obtenidos en este trabajo de 
investigación han demostrado que la ausencia de las PMEs Omp31, Omp25d y Omp22 en 
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la membrana externa de B. ovis PA causa un descenso de la capacidad invasiva de esta 
bacteria en macrófagos murinos J774.A1 (Apartado 2.1 de Resultados, Figura 24). En 
vista de estos resultados, las tres PMEs podrían estar involucradas en la entrada de       
B. ovis PA en las células J774.A1 a través de procesos dependientes de los “lípidos rafts”. 
Adicionalmente, debido a la ausencia de cadenas polisacarídicas O en el lipopolisacárido 
de esta cepa, las PMEs se encuentran directamente expuestas en la superficie de la 
bacteria, por lo que podrían actuar como posibles ligandos del receptor SR-A. Futuras 
investigaciones serán necesarias para aclarar este aspecto, al igual que el estudio de la 
posible implicación de otros componentes celulares en este proceso de fagocitosis. 
En cuanto a la capacidad de supervivencia y multiplicación intracelular en 
macrófagos J774.A1 mostrada por las diferentes cepas mutantes de B. ovis PA en genes 
de la familia omp25/omp31, pudimos observar que solamente la ausencia de Omp25d o 
de Omp22 afectaba gravemente a la replicación intracelular de la bacteria. Así, mientras 
que la cepa mutante Δomp25d fue capaz de sobrevivir en los macrófagos, la cepa 
mutante Δomp22 fue completamente eliminada a las 24 horas p.i. (Apartado 2.1 de 
Resultados, Figura 24). Esta incapacidad para multiplicarse intracelularmente mostrada 
por las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 de B. ovis PA, podría justificar, al menos en 
parte, la fuerte reducción en la virulencia que presentan ambas cepas en ratón (Caro-
Hernández et al., 2007). El hecho de que ambos mutantes presenten en su membrana 
externa alteraciones similares, o incluso, menos acusadas que las mostradas por las 
cepas  mutantes no atenuadas Δomp31, Δomp25 y Δomp25c de B. ovis PA obtenidas 
mediante el mismo procedimiento (Caro-Hernández et al., 2007), hace pensar que 
Omp25d y especialmente Omp22, podrían estar involucradas en B. ovis PA en el 
establecimiento y desarrollo de un nicho replicativo óptimo esencial para su 
supervivencia y multiplicación intracelular.  
Por tanto, en vista de los resultados obtenidos, las PMEs Omp25d y Omp22 no 
solamente estarían implicadas en el mantenimiento de la integridad de la membrana 
externa de la bacteria, sino que también, serían relevantes para la virulencia de B. ovis 
PA al ejercer papeles fundamentales en la capacidad de invasión y multiplicación 
intracelular del patógeno. 
 
2.2 Estudio de la expresión de los genes de la familia omp25/omp31 en 
diferentes especies de Brucella. 
 
En el presente trabajo analizamos la expresión de los siete genes que codifican 
las PMEs que componen la familia Omp25/Omp31 en diversas especies de Brucella a 
través de la detección inmunológica de cada proteína con anticuerpos específicos. Los 
resultados obtenidos reflejaron una distribución de los miembros de esta familia diferente 
entre las especies de Brucella bajo estudio (Apartado 2.2 de Resultados), lo cual podría 
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contribuir a la divergencia en patogenicidad y preferencia de hospedador que existe entre 
ellas. 
A pesar de que análisis de ADN llevados a cabo señalan como factible la presencia 
simultánea de los siete miembros de la familia Omp25/Omp31 en B. suis y B. neotomae 
(Vizcaíno et al., 2004), en el presente trabajo no hemos podido confirmarla, 
posiblemente debido a las limitaciones que presenta la técnica empleada. Sin embargo, sí 
que hemos obtenido las primeras evidencias de la síntesis de la proteína Omp31b en     
B. neotomae, de Omp25c en B. ovis, B. canis y B. neotomae y de Omp22 en B. ovis y    
B. neotomae, datos que se añaden a los ya existentes (Guzmán-Verri et al., 2002; 
Wagner et al., 2002; Salhi et al., 2003; Conolly et al., 2006; Eschenbrenner et al., 
2006). 
Por otro lado, de acuerdo con los datos obtenidos previamente en estudios de 
polimorfismo de ADN, en los cuales se descubrió la presencia de defectos y/o deleciones 
en genes de la familia omp25/omp31 (Vizcaíno et al., 1997; Vizcaíno et al., 1999; 
Vizcaíno et al., 2004), varias de las PMEs no se detectaron en algunas de las especies 
analizadas. Así, Omp31 no se halló en B. abortus, Omp31b en B. melitensis, B. canis y   
B. ovis y Omp25b en B. abortus, B. canis y B. ovis. Adicionalmente, estos datos de ADN 
justifican también el hecho de que la proteína Omp25 de B. ovis exhiba una masa 
molecular menor que la mostrada por dicha proteína en el resto de las especies 
evaluadas (Cloeckaert et al., 1996b).  
En el caso del análisis de la proteína Omp25c, ésta se detectó en todas las 
especies de Brucella bajo estudio (Apartado 2.2.1 de Resultados, Figura 28), lo cual está 
en consonancia con el hecho de que la secuencia del gen que la codifica se encuentra 
altamente conservada dentro de este género (Vizcaíno et al., 2004). El revelado de esta 
proteína con el suero anti-Omp25c dio como resultado dos bandas, aunque la identidad 
de la de menor tamaño solamente se pudo confirmar en B. ovis PA. Esto es debido a que 
la masa molecular de la proteína Omp25 de B. ovis PA en inferior a la del resto de las 
especies analizadas, en las cuales la masa molecular de Omp25 coincide con la de la 
banda de menor tamaño de Omp25c (Cloeckaert et al., 1996b) impidiendo su correcta 
identificación  Asimismo, pudimos observar que Omp25c parece ser una de las PMEs de 
la familia Omp25/Omp31 más abundante en la composición de la membrana externa de 
B. ovis PA y que, además, existía un aumento de su síntesis en el mutante Δomp31 de 
esta cepa rugosa (Apartado 2.2.1 de Resultados, Figura 28). Este hecho podría ser un 
posible mecanismo compensatorio en respuesta a la eliminación de la proteína 
mayoritaria Omp31 para reestablecer el equilibrio en la membrana externa de B. ovis PA, 
el cual se ha demostrado que es esencial para la bacteria (Caro-Hernández et al., 2007). 
Un mecanismo similar se ha descrito en esta familia de PMEs en la cepa B. suis 1330 
(Salhi et al., 2003) y también en la ortógola Hbp de Bartonella quintana (Minnick et al., 
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2003), lo que avala dicha hipótesis (Guzmán-Verri et al., 2002; Wagner et al., 2002; 
Salhi et al., 2003; Conolly et al., 2006; Eschenbrenner et al., 2006). 
Igual que lo acontecido en otros estudios, no detectamos la proteína Omp25d en 
ninguna de las cepas silvestres evaluadas (Apartado 2.2.1 de Resultados). Salhi et al. en 
2003 sugirieron que Omp25d podría ser una banda proteica revelada con anticuerpos 
monoclonales anti-Omp25 en una cepa mutante Δomp25 de B. suis. Sin embargo, es 
más probable que ésta se trate realmente de la proteína Omp25c ya que en esta especie, 
la banda de menor tamaño molecular de dicha proteína y Omp25 deberían migrar a la 
vez. Una posible explicación a esta falta de detección de la proteína Omp25d en Brucella 
spp. podría residir en un posible mecanismo de control post-transcripcional relacionado 
con el proceso de traducción o con el reciclaje de proteínas ya que el gen que la codifica 
se encuentra bastante conservado en este género, no se han encontrado defectos en su 
secuencia y posee un claro sitio de unión al ribosoma (Vizcaíno et al., 2004). Además, en 
nuestro laboratorio hemos comprobado que el gen que lo codifica se transcribe en todas 
las especies analizadas (datos no mostrados). 
En lo que se refiere a la detección de la proteína Omp22 (Apartado 2.2.1 de 
Resultados, Figura 29), únicamente pudimos confirmar su presencia en B. ovis y           
B. neotomae. En B. canis RM6/66, B. suis 1330 y en las cepas de B. abortus 544, B19 y 
45/20, observamos una banda proteica que coincidía en tamaño con Omp22 pero que sin 
embargo, no desaparecía tras la adsorción del suero anti-Omp22 con la proteína 
purificada. A pesar de ello, no puede descartarse la presencia de Omp22 en dichas cepas 
ya que la aparición de esta banda podría interferir en la correcta identificación de la 
proteína. Por otra parte, a diferencia de otros estudios previos (Guzmán-Verri et al., 
2002; Connolly et al., 2006), no hemos podido detectar esta PME en la cepa B. abortus 
2308. Esta desigualdad en los resultados podría ser debida a la utilización de técnicas y 
condiciones experimentales diferentes, ya que estos autores emplearon fracciones de 
membrana en vez de lisados celulares y espectrometría de masas en lugar de Western 
Blot (Guzmán-Verri et al., 2002; Connolly et al., 2006). 
Investigaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio pusieron de manifiesto que 
la ausencia de las PMEs Omp25d y Omp22 en B. ovis PA causa una atenuación en la 
virulencia de la bacteria en ratón (Caro-Hernández et al., 2007). Adicionalmente, en el 
presente trabajo hemos demostrado que las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 de     
B. ovis PA muestran una clara disminución en su capacidad de invasión y de 
multiplicación intracelular en células fagocíticas tanto profesionales como no 
profesionales en comparación con la cepa parental (Apartado 2.1 de Resultados). Estos 
resultados sostienen la síntesis de Omp25d en B. ovis PA, la cual no ha sido evidenciada 
en este estudio. Sin embargo, el hecho de que en la cepa mutante Δomp25d hayamos 
detectado bajos niveles de la proteína Omp22 (Apartado 2.2.1 de Resultados, Figura 29) 
y en vista de que el mutante Δomp22 se encuentra más atenuado, hace pensar que las 
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alteraciones que manifiesta la cepa Δomp25d puedan deberse, al menos en parte, a una 
escasa síntesis de la proteína Omp22. Asimismo, observamos que tras complementar los 
mutantes Δomp25d y Δomp22 con el gen silvestre correspondiente, no se recuperaban en 
ambos los niveles de Omp22 presentados por la cepa parental (Apartado 2.2.1 de 
Resultados, Figura 29). Esto también podría justificar el hecho de por qué el proceso de 
complementación no haya restaurado la virulencia en los dos mutantes. Además, cabe 
destacar que en el caso de la cepa Δomp22 complementada, a pesar de detectar muy 
débilmente la proteína Omp22, sí que confirmamos mediante RT-PCR que se producía en 
ella una marcada sobreexpresión del gen omp22 (datos no mostrados), lo que sugiere 
que también podría existir un posible mecanismo de regulación post-transcripcional de 
Omp22 en B. ovis PA. 
Finalmente, en el presente trabajo hemos puesto de manifiesto la estrecha 
relación antigénica que existe entre las proteínas Omp31 y Omp31b, reflejada en la 
fuerte reactividad cruzada mostrada por el suero anti-Omp31b con la proteína Omp31 
(Apartado 2.2.1 de Resultados, Figura 26). En vista de que Omp31 protege frente a 
infecciones por la especie rugosa B. ovis y por la lisa B. melitensis (Estein et al., 2003; 
Estein et al., 2004; Cassataro  et al., 2005a; Cassataro  et al., 2005b), sería entonces de 
gran interés analizar el posible empleo de Omp31b como vacuna subcelular frente a 
infecciones causadas por cepas de Brucella que sintetizan esta proteína, Omp31 o 
ambas. Del mismo modo, la reacción serológica cruzada que presentó el suero anti-
Omp25c con Omp25 y Omp25b y el hecho de que Omp25c se detectara en todas las 
cepas de Brucella analizadas en este estudio (Apartado 2.2.1 de Resultados, Figura 28), 
incentivan también la evaluación de un posible papel de Omp25c como vacuna 
subcelular.  
 
2.3 Análisis del papel ejercido por las PMEs Omp25d y Omp22 en la 
virulencia de la cepa naturalmente rugosa B. canis RM6/66 y de las 
cepas lisas B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33. 
 
En vista de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, en los cuales 
demostramos que deleciones en los genes omp25d y omp22 en B. ovis PA tenían como 
consecuencia una atenuación importante en la virulencia de este microorganismo (Caro-
Hernández et al., 2007 y Apartado 2.1 de Resultados), evaluamos si la inactivación de 
dichos genes en la cepa rugosa B. canis RM6/66 y en las estirpes lisas B. abortus 2308 y 
B. neotomae 5K33 causaba el mismo efecto. Para ello, reemplazamos el gen silvestre de 
interés por otro inactivado siguiendo la misma metodología descrita por Caro-Hernández 
et al., 2007 (ver Apartado 5.1 de Materiales y Métodos). En este proceso empleamos 
para la amplificación de los genes omp25d y omp22, el ADN de la cepa B. abortus 2308 
debido a que el análisis de las secuencias nucleóticas de B. canis RM6/66 y B. neotomae 
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5K33 reveló que los genes omp25d y omp22 (y los genes adyacentes incluidos en la 
amplificación por PCR usada para la inactivación del gen omp por reemplazamiento) de 
dichas cepas presentaban entre un 99 y un 100 % de identidad con las secuencias 
codificantes de B. abortus 2308 y a que los cambios nucleotídicos que existían, no 
introducían cambios relevantes en la secuencia aminoacídica de las proteínas. 
Los ensayos llevados a cabo para evaluar la sensibilidad que presentaban las 
cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 a la polimixina B, al desoxicolato de sodio, al H2O2 y 
al suero humano no inmune demostraron que no existían diferencias significativas en 
comparación con la mostrada por las cepas parentales correspondientes (Apartado 2.3.2 
de Resultados, Tabla XVII). Dichos mutantes tampoco exhibieron defectos en la 
capacidad de invasión y multiplicación intracelular en cultivos de células HeLa y 
macrófagos J774.A1 (Apartado 2.3.3 de Resultados, Figura 31). Además, en el caso de 
las cepas mutantes Δomp25d y Δomp22 de B. canis RM6/66, éstas siguieron la misma 
cinética de colonización esplénica en ratón que la cepa parental (Apartado 2.3.4 de 
Resultados, Figura 32). Por tanto, la ausencia de las PMEs Omp25d y Omp22 en la 
membrana externa de B. canis RM6/66, de B. abortus 2308 y de B. neotomae 5K33 no 
afectó a la estabilidad de la envuelta celular de estas bacterias ni tampoco causó una 
atenuación en su virulencia. 
Estos resultados contrastan con lo observado en la cepa B. ovis PA pero 
concuerdan con los datos obtenidos previamente por Manterola et al. en 2007. Estos 
autores generaron también una cepa mutante Δomp22 de B. abortus 2308 que no mostró 
alterada la resistencia a polimixina B y a suero no inmune, que fue capaz de multiplicarse 
intracelularmente en células HeLa y macrófagos murinos y que además, no presentó 
atenuada su virulencia en ratón. Una posible explicación al hecho de que la ausencia de 
las proteínas Omp25d y Omp22 en la membrana externa de B. abortus 2308 y             
B. neotomae 5K33 no cause los mismo efectos que en B. ovis PA puede residir en que, 
las dos primeras poseen un LPS en fase lisa, mientras que ésta última es una cepa 
naturalmente rugosa. Debido a ello, es probable que la pérdida de estas PMEs en B. ovis 
PA provoque cambios más drásticos en las propiedades de la membrana externa que 
hagan que la bacteria tenga un comportamiento diferente. Adicionalmente, al no estar 
enmascaradas por las cadenas O, las PMEs se encuentran expuestas en la superficie de 
B. ovis PA y pueden llevar a cabo otras funciones que estén implicadas directamente con 
la virulencia de esta cepa rugosa. 
Por otra parte, a diferencia de B. ovis PA y a pesar de tratarse también de una 
cepa naturalmente rugosa, los mutantes Δomp25d y Δomp22 de B. canis RM6/66 no 
mostraron ningún tipo de atenuación en ratón y en cultivos celulares. Esta discrepancia 
puede ser debida a las diferencias que existen entre las membranas externas de B. ovis 
PA y B. canis RM6/66, entre las que se encuentra una distinta distribución y abundancia 
de las PMEs de la familia Omp25/Omp31 (Apartado 2.2 de Resultados). De hecho, se ha 
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comprobado que las propiedades relacionadas con la membrana externa de estas dos 
cepas difieren de manera importante y que la membrana externa de B. canis RM6/66 
presenta una mayor estabilidad que la del resto de las especies clásicas de este género 
(Martín-Martín et al., 2010). De este modo, podría suceder que la pérdida de estas PMEs 
en B. canis RM6/66 no afectase gravemente a la integridad y funcionalidad de su 
membrana externa y que no repercutiese en definitiva, en la virulencia que presenta esta 
cepa naturalmente rugosa. 
  
 
3. ESTUDIO DEL POSIBLE PAPEL EJERCIDO POR GENES IMPLICADOS EN LA 
VIRULENCIA DE ESPECIES LISAS DE Brucella EN EL ESTABLECIMIENTO 
DE UNA INFECCIÓN POR B. ovis PA. 
 
3.1 El operón virB y el gen virB2. 
 
En la última década se ha descubierto la presencia en el género Brucella de un 
Sistema de Secreción de Tipo IV homólogo al de Agrobacterium tumefaciens 
(O’Callaghan et al., 1999; Sieira et al., 2000), microorganismo en el que está implicado 
en la transferencia de ADN a la planta y que es necesaria para el establecimiento de la 
infección (Christie, 1997). En el presente trabajo analizamos el papel de este T4SS 
(codificado por el operón virB) en la virulencia de cepa naturalmente rugosa B. ovis PA. 
Para ello, generamos un mutante polar de esta cepa mediante la inserción al inicio del 
gen virB2 de un “cassette Kanr” que incluía un terminador de transcripción (Apartado 
5.2.1 de Materiales y Métodos). Por tanto, presumiblemente, esta cepa mutante de B. 
ovis PA sería únicamente capaz de sintetizar la proteína VirB1, la cual, parece ser que 
ejerce una función no relevante en la patogénesis de Brucella (den Hartigh et al., 2004). 
Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la mutación polar introducida 
en el operón virB causaba una pérdida de la capacidad de B. ovis PA para sobrevivir y 
multiplicarse intracelularmente en macrófagos J774A.1 ya que a las 24 horas p.i. la 
bacteria era totalmente eliminada del cultivo celular (Apartado 3.6 de Resultados, Figura 
41). Además dicha cepa mutante tampoco fue capaz de establecer una infección crónica 
en ratón (Apartado 3.5 de Resultados, Figura 40). Podemos concluir entonces, que la 
presencia de un T4SS completo y funcional es esencial para la virulencia de la cepa 
rugosa B. ovis PA, tal y como se ha observado que sucede también en las cepas lisas    
B. abortus 2308, B. suis 1330 y B. melitensis 16M (O’Callaghan et al., 1999; Sieira et al., 
2000; Comerci et al., 2001; Delrue et al., 2001; Celli et al., 2003; Kim et al., 2003; den 
Hartigh et al., 2004). 
Con el objeto de determinar el papel que realiza el T4SS en el establecimiento de 
una infección por Brucella spp., se han llevado a cabo diversas investigaciones en los 
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últimos años. Éstas han demostrado que el T4SS es imprescindible para que la BCV 
consiga interaccionar con el retículo endoplasmático y se desarrolle de este modo, un 
compartimento que posea las condiciones óptimas para la replicación intracelular del 
microorganismo (Pizarro-Cerdá et al., 1998a; Comerci et al., 2001; Delrue et al., 2001; 
Celli et al., 2003; Starr et al., 2008). Recientemente se han identificado posibles 
proteínas efectoras secretadas por el T4SS al interior de la BCV y que podrían ser las 
responsables de alterar el tráfico intracelular de la vacuola (de Jong et al., 2008; Delpino 
et al., 2009). Parece entonces plausible que la BCV que transporta la cepa mutante ΔvirB 
polar de B. ovis PA, al no ser capaz de asociarse con el retículo endoplasmático, puede 
que tampoco pueda escapar a la fusión con los lisosomas. De este modo, la bacteria 
terminaría siendo eliminada por la célula hospedadora, el macrófago en nuestro caso. 
Por otra parte, existen datos contradictorios sobre un posible papel ejercido por el 
T4SS en la internalización de Brucella spp en los macrófagos (Kim et al., 2002; Watarai 
et al., 2002a; Watarai et al., 2002b; Porte et al., 2003). En el presente trabajo, en los 
ensayos de infección realizados en cultivos de células J774A.1 no hemos detectado 
diferencias entre el mutante ΔvirB-polar de B. ovis PA y la cepa parental en cuanto al 
número de bacterias intracelulares determinadas a tiempo cero (Apartado 3.6 de 
Resultados, Figura 41). Debido a ello, parece poco probable que el T4SS se encuentre 
implicado en los mecanismos de entrada que emplea la cepa naturalmente rugosa B. ovis 
PA para penetrar en los macrófagos, ni tampoco en las primeras horas de la infección. De 
hecho, en condiciones de laboratorio, la expresión del operón virB es muy reducida 
(Rouot et al., 2003; Viadas et al., 2010), mientras que se induce fuertemente en 
condiciones de pH ácido como las que la bacteria se encuentra en el interior de los 
fagocitos (Boschiroli et al., 2002; Rouot et al., 2003). 
Adicionalmente, en el presente trabajo de investigación generamos un mutante 
ΔvirB2 no polar (Apartado 5.2.2 de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos han 
demostrado que esta cepa mutante había perdido la capacidad de multiplicarse 
intracelularmente en macrófagos y además, tampoco era capaz de causar una infección 
esplénica persistente en ratón (Apartado 3.5 y 3.6 de Resultados). En contraste, la 
virulencia del mutante ΔvirB2 en infecciones llevadas a cabo en cultivos de células 
J774.A1 se restauraba casi por completo cuando la cepa era complementada con un 
plásmido de alto número de copias que portaba una copia silvestre de virB2. Todos estos 
datos concuerdan con lo observado previamente por den Hartigh et al., 2004 y sugieren 
que VirB2 realiza una función esencial en el T4SS durante el proceso infeccioso de 
Brucella spp.. Se ha comprobado en A. tumefaciens que la proteína codificada por virB2 
es el componente mayoritario que constituye el denominado pilus del T4SS situado en la 
superficie de la bacteria (Lai et al., 1998). Debido a su localización, éste podría entrar en 
contacto directo con la célula hospedadora e iniciar la transferencia de las proteínas 
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efectoras a través del canal del T4SS, lo cual parece ser esencial para la consecución de 
un nicho replicativo óptimo para Brucella spp.. 
Algunos análisis proteómicos han señalado que mutaciones en el T4SS modifican 
los niveles de varias proteínas, entre ellas las proteínas Omp25c y Omp31, y producen 
un incremento de la sensibilidad al péptido catiónico polimixina B y a distintos tipos de 
estrés ambiental (Wang et al., 2009; Wang et al., 2010). Debido a ello, se ha sugerido 
que este sistema de secreción podría ser necesario para el mantenimiento de la 
integridad de la envuelta celular de Brucella (Wang et al., 2009; Wang et al., 2010). Sin 
embargo, la cepa empleada en estos estudios es una cepa derivada de B. melitensis que 
se utiliza como vacuna en China y que por tanto, ya está previamente atenuada. 
Además, se desconoce el motivo o los motivos de la disminución en la virulencia que 
presenta. En contraste, en el presente trabajo no hemos detectado que la síntesis de las 
PMEs de la familia Omp25/Omp31 se haya visto afectada por la inactivación del operón 
virB o por la deleción causada en el gen virB2 en B. ovis PA (Apartado 3.4 de Resultados, 
Figura 39), ni tampoco observamos un cambio aparente en las propiedades de la 
membrana externa de las cepas mutantes en los diferentes ensayos realizados (Apartado 
3.3 de Resultados, Figura 38). Por tanto, es probable que en el caso de B. ovis PA, el 
T4SS no ejerza un papel primordial en el mantenimiento de la envuelta celular, al menos 
en condiciones de cultivo de laboratorio. 
 
3.2 El gen vjbR. 
 
Otro objetivo de la presente investigación fue el de analizar el papel del activador 
transcripcional VjbR en la virulencia de B. ovis PA. Para ello, generamos un mutante en 
fase ΔvjbR de esta cepa rugosa y posteriormente, evaluamos la repercusión que tenía la 
disrupción de este gen sobre el comportamiento de la bacteria. Los resultados obtenidos 
demostraron que la cepa mutante ΔvjbR estaba atenuada en todos los modelos 
experimentales de infección empleados (cultivos de macrófagos murinos y ratón) 
(Apartado 3.5 y 3.6 de Resultados). Delrue et al. en 2005 obtuvieron unos resultados 
similares mediante el empleo de la cepa lisa B. melitensis 16M y demostraron además, 
que el factor VjbR activa la expresión de los genes virB, entre otros muchos. 
Considerando el hecho de que la presencia del T4SS en la envuelta celular de B. ovis PA 
es esencial para que esta cepa logre sobrevivir y multiplicarse intracelularmente en 
macrófagos (Apartado 3.5 de Resultados), parece lógico que la ausencia del activador 
VjbR afecte gravemente a la virulencia de esta cepa naturalmente rugosa debido a una 
baja expresión del operón virB. 
Adicionalmente, se ha observado en B. melitensis 16M que el factor VjbR controla 
directa o indirectamente la expresión de otra gran variedad de genes, entre los que se 
encuentran, genes que codifican componentes flagelares, adhesinas, proteasas, 
Discusión…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
154 
transportadores, reguladores transcripcionales y proteínas implicadas en el metabolismo 
de la bacteria, en la biogénesis de la membrana plasmática y en la adaptación a 
diferentes condiciones de estrés (Uzureau et al., 2007; de Jong et al., 2008; Arocena et 
al., 2010; Uzureau et al., 2010; Weeks et al., 2010). Todos estos datos apoyan la idea 
de que VjbR es un regulador global que está implicado en la adaptación de la bacteria a 
las diferentes condiciones ambientales que se encuentra dentro de la BCV durante el 
tránsito de ésta hasta el nicho replicativo. Además, también señalan a VjbR como un 
factor importante involucrado fuertemente en el control de las propiedades de la envuelta 
celular de Brucella spp.. Así, se ha observado que la disrupción del gen vjbR en             
B. melitensis 16M desencadena una sobreproducción de exopolisacárido en la bacteria, la 
cual, forma agregados cuando es cultivada en medio líquido (Uzureau et al., 2007). En el 
caso de B. ovis PA, ésta permanece en suspensión más de 48 horas a diferencia de lo 
que sucede con la otra cepa naturalmente rugosa analizada en este trabajo, B. canis 
RM6/66 (Apartado 3.3.3 de Resultados, Figura 37). En contraste, la cepa mutante ΔvjbR 
de B. ovis PA obtenida en este trabajo presentó una ligera capacidad de autoaglutinación 
a las 48 horas con respecto a la cepa parental (Apartado 3.3.3 de Resultados, Figura 37), 
lo que podría indicar que la represión de los genes implicados en la síntesis y transporte 
extracelular de exopolisacárido podría estar controlada por la homoserina-lactona C12-
HSL vía VjbR, tanto en la cepa lisa B. melitensis 16M como en la rugosa B. ovis PA. Sin 
embargo, la presencia de exopolisacárido en B. ovis todavía no se ha investigado, por lo 
que habría que realizar estudios adicionales para comprobar esta hipótesis. 
Por otra parte, cabe destacar que el mutante ΔvjbR de B. ovis PA no mostró otras 
alteraciones relacionadas con las propiedades de su membrana externa en los diversos 
ensayos llevados a cabo. Estos resultados coinciden también con lo observado por 
Uzureau et al., en 2007 y 2010 en la cepa ΔvjbR de B. melitensis 16M ya que ésta 
tampoco presentó incrementos en la sensibilidad a polimixina B y a un pH ácido. Por el 
contrario, ambos mutantes sí que vieron disminuida la abundancia de Omp25 en su 
membrana externa, aunque muy sutilmente en el caso de la cepa ΔvjbR B. ovis PA 
(Apartado 3.4 de Resultados y Uzureau et al., 2007). Un análisis realizado empleando la 
homoserina-lactona C12-HSL reveló que cuando ésta se añadía a un cultivo de              
B. melitensis 16M se producía un aumento de la síntesis de esta PME en la bacteria 
(Uzureau et al., 2007). Por tanto, probablemente el factor VjbR actúa activando la 
transcripción del gen omp25 a través del proceso de regulación “quórum sensing”. En las 
cepas B. abortus 2308, B. melitensis 16M y B. ovis LSU99 se ha comprobado que la 
ausencia, o una menor presencia, de Omp25 en su membrana externa causa una fuerte 
atenuación de la bacteria en los modelos experimentales utilizados (ratón, cabra o 
novilla) (Edmonds et al., 2001; Edmonds et al., 2002a; Edmonds et al., 2002b; 
Manterola et al., 2005). Sin embargo, nuestro grupo ha demostrado que la inactivación 
del gen omp25 en B. ovis PA no afecta a su virulencia (Caro-Hernández et al., 2007, 
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Apartado 2.1 de Resultados), por lo que la atenuación mostrada por el mutante ΔvjbR de 
esta cepa rugosa no puede atribuirse al hecho de que en ella exista una menor síntesis 
de Omp25. Adicionalmente, Uzureau et al., 2007 apreciaron también una menor 
producción de Omp31, la otra proteína mayoritaria de la familia Omp25/Omp31, en la 
cepa mutante ΔvjbR de B. melitensis 16M. En contraste, nosotros no observamos que la 
síntesis de esta PME se viese alterada en el mutante ΔvjbR de B. ovis PA (Apartado 3.4 
de Resultados, Figura 39). Esta discrepancia de resultados podría residir en las 
diferencias existentes entre las distintas especies de Brucella y que determinan la 
preferencia de hospedador y virulencia que presenta cada una de ellas. 
Finalmente, en los últimos años se están llevando a cabo trabajos de 
investigación en los cuales se intentan mejorar las vacunas existentes u obtener nuevas 
cepas atenuadas que sean eficaces en la profilaxis de la brucelosis. De este modo, se han 
realizado experimentos utilizando cepas mutantes ΔvjbR de B. melitensis 16M y de        
B. abortus S19 con el fin de evaluar la capacidad de protección que confieren en ratón 
frente una infección por la cepa parental correspondiente (Arenas-Gamboa et al., 2008; 
Arenas-Gamboa et al., 2009). Adicionalmente, estos autores emplearon cada cepa 
mutante encapsulada con microesferas de alginato recubiertas con la proteína no 
inmunogénica VpB (“Vitalline protein B”) del parásito Fasciola hepática con el fin de 
aumentar su eficiencia. En vista de los resultados obtenidos, los cuales demostraron que 
ambos mutantes encapsulados ofrecían un elevado grado de protección frente a la 
infección, la cepa mutante ΔvjbR de B. ovis PA generada en el presente trabajo presenta 
un interés especial como una potencial candidata a vacuna frente a la enfermedad 
causada por esta cepa naturalmente rugosa. 
 
3.3 El gen cgs. 
 
Con el fin de evaluar el efecto que tenía la ausencia de los β−(1,2) glucanos 
ciclícos en la virulencia de B. ovis PA, en el presente trabajo generamos un mutante Δcgs 
de esta cepa naturalmente rugosa. Los resultados obtenidos han demostrado una fuerte 
disminución de la capacidad de colonización esplénica de la bacteria en ratón (Apartado 
3.5 de Resultados, Figura 40). Estos datos concuerdan con lo descrito previamente en la 
cepa lisa B. abortus 2308 por Briones et al., 2001 y Arellano-Reynoso et al., 2005, 
aunque la atenuación que observaron estos autores al inactivar el gen cgs fue mucho 
menos marcada. Una posible explicación a la atenuación mostrada por la cepa mutante 
Δcgs de B. ovis PA podría residir en la posible función que pueden llevar a cabo los CβG 
en Brucella, señalada por Arellano-Reynoso et al. en 2005. Estos autores establecen que 
debido a la estructura química que presentan los CβG, éstos pueden secuestrar moléculas 
de colesterol de la membrana de las BCVs de forma similar a cómo lo hace la  β−metil-
ciclodextrina (Ohtani et al., 1989; Atger et al., 1997; Hartel et al., 1998; Bohin, 2000). 
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De esta manera, desestabilizarían la organización de los “lípidos rafts” y lograrían 
prevenir la fusión con los lisosomas ya que estos dominios lipídicos parecen estar 
implicados en la biogénesis de fagolisosomas (Dermine et al., 2001). Sin embargo, en 
contraste a lo descrito por estos autores, los cuales observaron una disminución de la 
capacidad de multiplicación intracelular de la cepa mutante Δcgs de B. abortus 2308 en 
cultivos de células HeLa, en el presente trabajo, a pesar de demostrar que B. ovis PA 
utiliza una ruta de entrada al macrófago mediada por los “lípidos rafts” (Apartado 1.3.1 
de Resultados), el mutante Δcgs de esta cepa rugosa mostró una tasa de multiplicación 
intracelular en cultivos de células J774.A1 similar a la de la cepa parental (Apartado 3.6 
de Resultados, Figura 41). Estos resultados parecen indicar que B. ovis PA podría usar 
otros mecanismos o estrategias diferentes con el fin de evitar ser destruida 
intracelularmente y poder llegar a desarrollar un nicho replicativo óptimo, o que, los CβG 
podrían realizar en esta cepa naturalmente rugosa otras funciones implicadas también en 
la virulencia de la bacteria.  
Cabe señalar que en los ensayos de infección llevados a cabo en cultivos de 
macrófagos murinos, el número de bacterias intracelulares viables detectadas de la cepa 
Δcgs de B. ovis PA a tiempo cero (tras una hora de incubación con gentamicina) fue 
significativamente menor en relación al obtenido con la cepa parental (Apartado 3.6 de 
Resultados, Figura 41). Ello podría estar relacionado con el hecho de que en el mutante 
Δcgs de esta cepa rugosa, la síntesis de la proteína Omp22 parece ser ligeramente menor 
(Apartado 3.4 de Resultados, Figura 39). Considerando que la ausencia de dicha PME en 
la membrana externa de B. ovis PA causa una grave atenuación en la capacidad de 
invasión y de supervivencia de la bacteria (Apartado 2.1 de Resultados, Caro-Hernández 
et al., 2007), una menor producción de Omp22 podría ser entonces la responsable de la 
pérdida de efectividad en el proceso infeccioso de la cepa mutante Δcgs de B. ovis PA. 
Adicionalmente, sería interesante analizar tanto la expresión del gen omp22 como la 
presencia de la PME que codifica en la membrana externa de la cepa mutante Δcgs 
complementada con el gen silvestre para evaluar si una menor síntesis de la proteína 
Omp22 pudiera ser también la causante de que el proceso de complementación no 
permitiese a la cepa mutante restaurar los niveles de infección alcanzados por B. ovis PA 
en cultivos de macrófagos murinos (Apartado 3.6 de Resultados, Figura 42). También 
observamos mediante Western Blot que la cepa mutante Δcgs de B. ovis PA presentaba 
una menor abundancia de la PME Omp25c en comparación con la cepa parental 
(Apartado 3.4 de Resultados, Figura 39). Esta menor síntesis de Omp25c podría estar 
relacionada con el incremento en la capacidad de autoaglutinación mostrada por el 
mutante Δcgs en medio líquido ya que previamente, Caro-Hernández et al., 2007 
observaron que B. ovis PA sedimentaba cuando no estaba presente esta PME en su 
membrana externa. 
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A pesar de que la virulencia de Brucella se asocia con la supervivencia en células 
fagocíticas, este mutante se replica en macrófagos murinos pero está muy atenuado en 
ratón (Apartado 3.5 y 3.6 de Resultados). Esta característica se ha encontrado en otros 
mutantes de Brucella spp. como por ejemplo, en una cepa mutante rugosa en el gen que 
codifica la perosamina sintetasa (implicada en la síntesis de cadenas O del LPS) de        
B. melitensis 16M (Godfroid et al., 1998). Posiblemente, la menor penetración de la cepa 
Δcgs de B. ovis PA observada en los cultivos celulares pueda contribuir a la marcada 
atenuación que presenta este mutante en el modelo in vivo. Sin embargo, deben existir 
otros factores que la expliquen. Uno de ellos podría ser una mayor susceptibilidad a 
mecanismos de defensa extracelulares de la respuesta inmune innata del hospedador 
pero, aunque no se han evaluado todas las posibilidades, el mutante Δcgs no presenta 
alteraciones evidentes en las propiedades de la membrana externa y se comporta como 
la cepa parental en cuanto a la sensibilidad a péptidos catiónicos y a suero no inmune, 
dos mecanismos asociados al control de patógenos en el medio extracelular (Apartado 
3.3.3 de Resultados). Otra posible explicación es que en el presente trabajo, hemos 
empleado una línea celular cultivada in vitro, mientras que en los modelos in vivo, 
Brucella puede ser fagocitada por distintos tipos celulares con propiedades diferentes, 
algunos de los cuales podrían ser capaces de destruir a la bacteria mutante. Por otro 
lado, pudiera ser que la mutación causada en el gen cgs produjese modificaciones en la 
bacteria que a su vez, pudiesen estimular la respuesta inmune del hospedador. Una de 
ellas podría ser la alteración de la exposición de PAMPs que se encuentran enmascaradas 
por componentes de la membrana externa (Barquero-Calvo et al., 2007), ocasionando la 
eliminación del patógeno. En este sentido y tal y como se ha comentado anteriormente, 
el perfil de PMEs de este mutante se encuentra alterado con respecto a la cepa parental 
(Apartado 3.4 de Resultados), lo que indica diferencias en la superficie de la bacteria que 
podrían dejar expuestas PAMPs activadoras de la respuesta inmune. Por otra parte, esta 
atenuación mostrada por el mutante Δcgs de B. ovis PA podría estar también relacionada 
con la observación hecha por Banta et al. en 1998. Dichos autores han comprobado que 
una cepa mutante en el gen que codifica la glucano sintetasa de A. tumefanciens (chvb), 
muestra niveles de síntesis de la proteína VirB10 más bajos que la cepa parental. 
Teniendo en cuenta que la ausencia de esta proteína en B. abortus causa una pérdida de 
la capacidad de multiplicación intracelular de la bacteria (Sieira et al., 2000) y que en 
este trabajo hemos demostrado que la presencia de un T4SS completo y funcional es 
esencial para la virulencia de B. ovis PA (Apartado 3.5 y 3.6 de Resultados), sería 
interesante analizar si la falta de producción de CβG en esta cepa rugosa podría afectar 
también a la expresión y traducción del operón virB. 
Finalmente, Briones et al., 2001 evaluaron en el modelo murino, el posible papel 
en la protección frente a la infección de un mutante Δcgs obtenido a partir de la cepa 
vacunal B. abortus S19. Los resultados obtenidos revelaron que dicho mutante protegía 
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frente a una infección por la cepa virulenta B. abortus 2308 de forma similar a B. abortus 
S19 a través de una respuesta inmune del hospedador principalmente celular. Por ello, la 
cepa mutante Δcgs de B. ovis PA generada en el presente trabajo deberá ser tenida en 
cuenta en próximas investigaciones enfocadas al desarrollo de nuevas vacunas 
atenuadas. 
 
3.4 El gen bacA. 
 
Diversas investigaciones han demostrado que BacA, una proteína integral de la 
membrana citoplasmática, es esencial para el establecimiento de infecciones crónicas en 
bazo o en hígado en el modelo murino por parte de la cepa lisa B. abortus 2308 (LeVier 
et al., 2000; Parent et al., 2007). Además se ha observado que su ausencia provoca un 
aumento de la sensibilidad que muestra esta cepa a ciertos detergentes, a etanol o a pH 
ácido (Roop et al., 2002), lo cual se ha relacionado con la marcada disminución que 
muestra la cepa mutante ΔbacA de B. abortus 2308 en la capacidad de multiplicarse 
intracelularmente en cultivos de macrófagos (Roop et al., 2002). En contraste, en este 
trabajo hemos obtenido un mutante en fase ΔbacA de la cepa naturalmente rugosa       
B. ovis PA que no presenta atenuada su virulencia ni en cultivos de macrófagos murinos 
ni en ratón, y que apenas exhibe alteraciones en las propiedades de su membrana 
externa (Apartados 3.3.3, 3.5 y 3.6 de Resultados). 
Esta discrepancia de resultados puede residir en el posible mecanismo molecular 
de acción que utiliza la proteína BacA a la hora de llevar a cabo su función biológica, la 
cual parece ser que es modificar el contenido de ácidos grasos de cadena muy larga 
(VLCFAs) del lípido A del LPS. Ferguson et al. en 2004 postularon dos posibles 
mecanismos de actuación de esta proteína. Uno de ellos sería el transporte directo de los 
VLCFAs desde el citoplasma hacia el espacio periplásmico, donde una proteína similar a 
PagP de Salmonella (Bishop et al., 2000), los ligaría al lípido A. Esta hipótesis se apoya 
en la similitud que presenta la secuencia aminoacídica de BacA con la de la proteína de la 
adrenoleucodistrofia humana (hALDP), incluida dentro de la familia de proteínas de 
membrana de transporte peroxisomal (Takahashi et al., 2007). Por tanto, la ausencia de 
este transportador provocaría que el lípido A viese alterado su grado de acilación, lo que 
podría afectar a la integridad de la membrana externa de la bacteria y repercutir en la 
virulencia del microorganismo.  
Por otra parte, se ha observado que la cepa mutante ΔbacA de B. abortus 2308 
todavía produce partes del lípido A que contienen VLCFAs (Ferguson et al., 2004). Debido 
a ello, se propuso otro modelo de actuación de BacA, en el cual, ésta potenciaría la 
función llevada a cabo por proteínas similares a la denominada MsbA de E. coli. Se ha 
demostrado que esta proteína transloca el LPS, ensamblado en fase rugosa, desde la 
cara interna de la membrana citoplasmática hasta la cara periplasmática a través de un 
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mecanismo “flip-flop” (Chang and Roth, 2001). Por tanto, si este mecanismo existiese en 
Brucella spp., a pesar de no estar presente la proteína BacA, la bacteria podría seguir 
modificando su lípido A. En el caso concreto de B. ovis PA, podría suceder que, aunque 
este último mecanismo resultara ser menos efectivo sin la ayuda de BacA, fuese lo 
suficientemente funcional como para mantener el contenido adecuado de VLCFAs en el 
lípido A, por lo que la disrupción del gen bacA no afectaría entonces a la virulencia de 
esta cepa naturalmente rugosa. 
Adicionalmente, los VLCFAs de Brucella spp. se han relacionado con las 
propiedades particulares que presenta la membrana externa de estos microorganismos 
en comparación con otras bacterias Gram negativas; una mayor hidrofobicidad y 
permeabilidad a compuestos hidrófobos, así como una mayor resistencia al efecto 
bactericida de péptidos catiónicos y EDTA (Moreno et al., 1990; Bhat et al., 1991; 
Velasco et al., 2000). Mientras que en muchas bacterias Gram negativas, la integridad de 
la membrana externa se consigue por estabilización de las cargas negativas de la 
superficie con cationes divalentes (Nikaido, 2003), en Brucella spp. se ha detectado una 
carga negativa reducida (Moriyón and López-Goñi, 1998), por lo que la estabilidad de la 
membrana externa debe conseguirse por otros mecanismos. Entre estos últimos se ha 
incluido la presencia de los VLCFAs (Moreno et al., 1990; Bhat et al., 1991; Velasco et 
al., 2000) ya que teóricamente podrían atravesar completamente la membrana externa y 
localizar el grupo hidroxilo terminal en el periplasma, favoreciendo así, el anclaje del LPS 
(Velasco et al., 2000; Iriarte et al., 2004; Barquero-Calvo et al., 2009). Considerando 
estos aspectos, otra posible explicación a la falta de atenuación del mutante ΔbacA de    
B. ovis PA tanto en cultivos celulares como en el modelo in vivo, podría ser que las 
diferencias que se han detectado en la membrana externa entre las diferentes especies 
de Brucella (Martín-Martín et al., 2010) hicieran que la presencia de VLCFAs no fuera tan 
necesaria en B. ovis PA para el mantenimiento de la integridad y las propiedades de la 
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En vista de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación 




1. Las cepas naturalmente rugosas B. ovis PA y B. canis RM6/66 se internalizan y 
multiplican intracelularmente en células fagocíticas profesionales sin causar en ellas 
un efecto citotóxico o un elevado estado de activación. 
 
2. B. ovis PA y B. canis RM6/66 penetran en las células fagocíticas profesionales a 
través de los “lípidos rafts” y del receptor SR-A. Estos mecanismos son similares a los 
usados por especies lisas de Brucella. 
 
3. Las infecciones causadas por B. ovis PA y por B. canis RM6/66 en macrófagos 
murinos son independientes de la actividad enzimática de las fosfatidilinositol 3 
quinasas. 
 
4. Las PMEs Omp25d y Omp22 ejercen un importante papel en la virulencia de B. 
ovis PA y su ausencia de la membrana externa causa una marcada atenuación en su 
capacidad invasiva y de multiplicación intracelular en células fagocíticas. Por el 
contrario, ambas PMEs no parecen ser esenciales para la virulencia de la cepa 
naturalmente rugosa B. canis RM6/66 y de las cepas lisas B. abortus 2308 y B. 
neotomae 5K33. 
 
5. Las cepas representativas de las seis especies clásicas de Brucella estudiadas en 
este trabajo presentan una distinta distribución de los siete miembros que componen 
la familia de PMEs Omp25/Omp31, lo cual podría estar relacionado con las diferencias 
de patogenicidad y preferencia de hospedador que existen entre ellas. 
 
6. Las PMEs Omp31b y Omp25c podrían ser candidatas potenciales a vacunas 
subcelulares en base a la distribución que presentan entre las diferentes especies de 
Brucella y a la estrecha relación antigénica que poseen con otros miembros de la 
familia Omp25/Omp31. 
 
7. Tanto el operón virB como los genes vjbR, cgs o virB2 son esenciales para la 
virulencia B. ovis PA en ratón. Además el gen cgs es necesario para la correcta 
internalización de B. ovis PA en macrófagos murinos, mientras que los demás genes 
están implicados en la multiplicación intracelular de la bacteria. En contraste, el papel 
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AcP Anticuerpos policlonales 
A-HSL Acil-homoserina-lactona 
 Ampr Ampicilina resistente 
BAB Agar base sangre Nº 2 (“Blood Agar Base Nº 2”) 
BAB-S BAB-suero de ternera 
BCV Vacuola que transporta Brucella (“Brucella-containing vacuole”). 
C12-HSL N-dodecanoil-homoserina-lactona 
CβG β-(1,2) glucano cíclico 
DMEM Medio basal de Eagle modificado por Dulbecco (“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”) 
D.O. Densidad óptica 
Ensayo inmunoenzimático (“Enzyme-linked immunosorbent assay”) ELISA 
HS Suero de caballo (“Horse serum”) 
IL12 Interleucina 12 
IPTG Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 
Kanr Kanamicina resistente 
LB Medio Luria Bertani 
LDH Lactato deshidrogenasa 
log Logaritmo 
LPS Lipopolisacárido 
MOI Multiplicidad de infección (“Multiplicity of Infection”) 
p/v Peso/volumen 
PAGE-SDS Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (“SDS-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis”) 
PBS Tampón fosfato salino (“Phosphate Buffer Saline”) 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (“Polymerase Chain Reaction”) 
p.i. Post-infección 
PI3K Fosfatidilinositol 3-quinasa (“ Phosphoinositide 3-kinase”) 
PME Proteína de membrana externa 
R-LPS Lipopolisacárido en fase rugosa (“Rough-LPS”) 
rpm Revoluciones por minuto 
SDS Dodecil sulfato de sodio (“Sodium Dodecyls Sulfate) 
SFB Suero Bovino Fetal (“Fetal Bovine Serum”) 
S-LPS Lipopolisacárido en fase lisa (“Smooth-LPS”) 
SR-A Receptor “Scavenger” de Clase A 
T4SS Sistema de Secreción de Tipo V  (“Type IV Secretion System”) 
TBS Tampón tris salino (“Tris Buffered Saline”) 
TNFα Factor de Necrosis Tumoral alfa (“Tumor Necrosis Factor alpha”) 
TSA Agar tripticaseína de soja (“Trypticasein Soy Agar”) 
TSB Caldo Triptona de soja (“Triptone Soy Broth”) 
UFC Unidades Formadoras de Colonia 
v/v Volumen/volumen 
VLCFA Ácido graso de cadena muy larga (“Very long chain fatty acid”) 
X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 
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Figura 23. Cinética de la infección esplénica de la cepa B. ovis PA y de cepas mutantes en los 
genes omp31, omp25, omp25c, omp25d y omp22 de B. ovis PA 
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Figura 24. Análisis de la internalización y multiplicación intracelular de cepas mutantes de 
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Figura 25. Análisis de la síntesis de las proteínas recombinantes Omp31b, Omp25b, Omp25c, 
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Figura 28. Detección inmunológica por Western Blot de las PMEs Omp25c y Omp25d en 
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Figura 31. Estudio de la cinética de multiplicación intracelular de las cepas mutantes 
Δomp25d y Δomp22 de B. canis RM6/66, B. abortus 2308 y B. neotomae 5K33 en 
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Figura 41. Análisis de la cinética de multiplicación intracelular de las cepas mutantes 
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